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INTRODUCTION. 


L’extension prise au cours de ces derniéres. années par les. 
méthodes de cultures cellulaires in vitro dans l’étude des virus, 
puis leur application a la fabrication de vaecins ont permis le 
mettre en évidence de nombreux agents viraux passés jusqu’alors 
inapercus. 

Parmi les virus révélés par ces techniques nouvelles, citons 
surtout les adéno-virus ou virus A. P. C. (adéno-pharyngo-con- 
jonctivaux) [42] dont les premiéres souches furent isolées de cul- 
tures d’amygdales ou diadénoides humaines ayant dégénéré 
« spontanément », ainsi, que les multiples souches de virus 
d’origine simienne, étudiées par Hull, Minner et Smith [7], ou en 
cours d’étude, toutes isolées de cultures de cellules rénales de 
singe, 

Au cours des deux derni¢res années, nous avons été frappés 
par Vapparition de plus en plus fréquente dans les cultures de 


(*) Boursier de la Fondation Darré. 
(**) Manuscrit recu le 6 novembre 1956. 
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cellules rénales simiennes d’une dégénérescence des cellules épi- 
théhales a type plasmodial ou syncytial, mentionnée déja en 1904 
par Enders et Peebles [8] et attribuée par cux a un virus, le virus 
spumeux (« foamy virus »). 

Rustigian, Johnston et Reihart [43] ont ¢ctudié celte dégénéres- 
cence « spontanée » et mis en évidence qu'elle ¢tait due a un 
agent transmissible, de nature trés probablement virale (virus- 
like agent) et d’origine uniquement simienne. ‘Les souches isolées 
par eux, ou MK-D agents, sont capables d’infecter, outre les 
cellules simiennes, les cellules humaines cultivées in vitro, et 
spécialement les cellules cancéreuses de la souche HeLa, en provo- 
quant une dégénérescence assez semblable a celle observée sur les 
cellules rénales de singe. 

Depuis lors, et avec une fréquence croissante, une lelle dégé- 
nérescence, due au « foamy » ou « lacy » virus, a été signalée, 
surtout par les auteurs américains [5, 6, 7], qui, rappelons- le, 
utilisent le plus souvent des cellules de Macaccus rhesus d’ origine 
asiatique. 

Au Service des Virus, ‘nous employons couramment les cellules 
rénales de cynocéphales (Cynocephalus babuin) caplurés en 
A. O.F. Il nous a done paru intéressant, étant données |’ origine 
et lespéce différentes de nos singes, d’étudier Ja cause de cette 
dégénérescence et de comparer sur le plan expérimental les 
souches isolées par nous avec celles décrites par Rustigian, 
Johnston et Rethart. 


MerHobDES ET TECHNIQUES. 


1° CULTURES CELLULAIRES. — Pour l’isolement et la culture des 
diverses souches de virus spumeux, nous avons utilisé, d’une part 
la souche de cellules cancéreuses HeLa (type dit « normal ») [4, 
15) que nous maintenons depuis plus d'une année dans un milieu 
a base d’hydrolysat de caséine ect de sérum de poulain, d’autre 
part une souche dérivée de ces mémes cellules (type dit « de 
Genéve ») [40], ayant Pavantage de ne présenter pratiquement 
aucune cellule géante multinucléée, au contraire des cellules HeLa 
du type « normal ». 

Les cellules sont oblenues en couche monocellulaire par trypsi- 
nation, selon la technique de Scherer [45] légérement modifiée. 

Aprés avoir jeté le milieu, on recouvre la couche de oe 
dune solution de trypsine (1) 4 0,25 p. 100 dans du P. B.S. 
(phosphate buffer Spee [4], ayant la température du labora- 
foire. En trois & qualre minutes la couche entitre de cellules se 
décolle, soit spontanément, soit aprés une légere agitation. La 


(1) Nous employons la trypsine Mann 1 : 300. 
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suspension cellulaire est alors recuecillie dans un tube a centri- 
fuger et on laisse scdimenter les cellules, ce qui prend de deux 
a trois minutes. On rejette la moilié environ du liquide surna- 
geant ; on remet en suspension et l’on brise les amas cellulaires 
par un pipettage doux (4 4 5 coups). La suspension cellulaire est 
alors centrifugée 4 1000 t/min. pendant une minute ; la solution 
de typsine est remplacée par du milieu nutritif et les cellules 
sont lavées par remise en suspension, toujours par un pipettage 
dloux. On centrifuge & nouveau a 1 000 t/min. pendant une minute: 
le liquide surnageant est remplacé par du mileu nutritif. Les 
cellules sont remises en suspension et le volume de celle-ci est 
ajusté au nombre de cellules désiré, soit 100 000 a 200 000 cellules 
par miullilitre (2). 

Nous avons effectué le controle des souches de virus spumeux 
sur cellules rénales humaines, les cellules rénales de singe étant 
spontanément infectées par ce virus. Les cellules rénales humaines 
furent mises en culture monocellulaire par trypsination selon la 
méthode de Youngner [46], & partir d’un rein obtenu par néphrec- 
tomic. 

Les cullures de cellules testiculaires de singe, ainsi que les 
fibrocyles de poulet, ont été obtenus selon la méme méthode 


2° Minreux. — Les milicux employés pour la croissance des 
cellules HeLa ou celle des cellules rénales humaines ont convenu 
indifféremment & la multiplication virale. Le milieu 1 est composé 
dhydrolysat de caséine vitaminé [9] avec 10 p. 100 de sérum de 
poulain; le milieu 2 est composé d’hydrolysat de lactalbumine 
préparé sclon Kret [8] avec 10 p. 100 de sérum de poulain. 

Le milieu 1 a été également utilisé pour la croissance des 
cellules testiculaires de singe. 

Le milieu employé pour le développement des fibrocytes de 
poulet est composé de milieu Connaught [« 199 » modifié (38)] 50, 
solution de Hanks 40 ct sérum de poulain 10 p. 100. 

Nous ajoutons syst¢matiquement 4 tous les milieux 100 unités 
de pénicilline, 50 pg de streptomycine, 5 pg de chloromycctine 
et 10 ng de mycostatine, par millilitre de milieu final. 

Dans l’espoir d’obtenir une apparition ou une dissémination 
plus rapide des Iésions dans les cultures de cellules HeLa, nous 
avons ajouté au milieu 1 de l’acide p-indolacétique a la concen- 
tration finale de 10 wg par millilitre, mais sans effet appréciable, 
que ce soit sur l’apparition, Ja dissémination des Iésions, ou sur 
Vinfectivité du virus. 


(2) Nous utilisons la méme technique pour le repiquage d’autres 
souches de cellules, notamment les cellules rénales humaines. 

(3) « 199 » selon Ja formule donnée par Salk [44], mais ne compre- 
nant ni solution L, M, M1, N, O, ni ATP. 
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3° IsoLEMENT ET METHODE DE PASSAGE DES SOUCHES VIRALES. —— 
La souche FV I fut isolée en janvier 1956 et en est actuellement 
i son dixiéme passage ; la souche FV II, isolée en avril 1956, 
en est & son sixiéme passage et la souche FV III, isolée en juin 
1956, A son quatriéme passage. 

Toules ces souches ont été isolées par transfert sur cellules 
HeLa de milieu de culture de cellules rénales simiennes grave- 
ment dégénérées (cultures agées d’environ 15 jours), dans lequel 
les cellules rénales sont mises en suspension par grattage. 

Nous laissons en contact la suspension de cellules rénales avec 
les cellules HeLa pendant quarante-cing minutes a une heure, 
a température du laboratoire, 4 raison de 0,2 a 0,3 ml de suspen- 
sion par tube. On ajoute alors 1 ml de milieu frais et les tubes 
sont mis dans lapparcil a tubes roulants. Nous changeons !e 
milieu vingt-quatre heures plus tard, puis tous les trois a quatre 
jours. 

Les deux premiers passages sont effectués de la méme manicre, 
par suspension de cellules HeLa infectées, puis dés le troisiéme 
passage, seul le milieu est transféré. Le milieu infecté, centrifugé 
‘’ 2000 t/min. pendant cing minutes, est laissé au contact des 
cellules HeLa selon la procédure indiquée plus haut. 

Le virus ne semble apparaitre dans le milieu en concentration 
sulfisante pour infecter les cellules, que le troisiéme jour aprés 
apparition des lésions, c’est-a-dire au minimum huit jours aprés 
infection. Le milieu le plus actif est celui prélevé dés le douziéme 
jour aprés l’infection. 

Nous n’avons trouvé aucune différence de comportement entre 
nos différentes souches. 


ACTION CYTOPATHOGENE. -—— L’élude des lésions dues au virus 
spumeux étant le sujet de la seconde partie de cet article, nous 
dirons briévement ici que sous l’action du virus, quelle que soit 
la souche, apparaissent, surtout dans la zone d’extension des 
cultures des cellules épithéliales (cellules rénales humaines ou 
simiennes, cellules testiculaires de singe, cellules HeLa), des aires 
lytiques ayant V’aspect de cellules géantes multinucléées d’appa- 
rence plasmodiale ou syncytiale (pl. I, fig. 1 et 2; pl. II, fig. 6). 
Ces « cellules », que nous appelons « plasmodes », augmentent 
de taille & tel point qu’on peut les voir a l’oeil nu sous la forme 
dune aire translucide de 1 & 2 mm de diamétre, se détachant 
sur le fond de la culture. 

Observés dans les cullures de cellules HeLa, ces plasmodes 
sont caractérisés essentiellement par leur évolution extensive, au 
contraire des cellules géantes plurinucléées rencontrées fréquem- 
ment dans de jeunes cultures de cellules HeLa du type « normal ». 
Pour étre qualifices par nous de « plasmodes », de telles cellules 
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doivent avoir une surface au moins ¢gale au quart d’un champ 
microscopique au grossissement de soixante-douze fois. Cette 
apprécialion restrictive se base sur le fait que l’on ne voit jamais 
des cellules géantes d’une telle taille dans les cultures non infeec- 
tées par Je virus spumeux. 

Avee une souche entrainée, on peut obtenir sur cellules HeLa 
des plasmodes quarante-huit heures déja aprés Vinfection, si l’on 
inocule une suspension cellulaire infectante ; il ne parait pas s’agir 
dans ce cas de greffes, car ces plasmodes « neufs » appanaissent 
en pleime culture cellulaire. Si Von infecte Ja culture avec le 
milieu seul, la période de latence est plus longue, alteignant en 
moyenne quatre & cing jours. 

Nous n’avons pas observé d'action cytopathogéne plus précoce 
si nous procédions 4 Vinfection en méme temps que nous mettions 
les cellules en culture. La période de latence est alors de cing 
& six jours, ce qui, compte tenu de la période d’une douzaine 
dheures exigées par les cellules HeLa pour se fixer sur le verre, 
donne la méme période de latence. que si l'on infecte les cellules 
déja fixées. 

Le virus semble, durant les dix premiers jours, se propager 
essentiellement par contact direct de cellule a cellule, car lon 
observe surtout Ja formation de groupes bien délimités de plas- 
modes a divers points de leur évolution. Puis il y a dissémination 
des lésions dans toute la culture. 

Les observations faites sur cellules rénales humaines ou 
simiennes montrent que le temps de latence et celui de la dégéné- 
reseence quasi totale de la culture cellulaire sont similaires a ceux 
que Von observe dans Vinfection des cellules HeLa. 

L’infection des cellules testiculaires simiennes a montré que 
les premiéres cellules atteintes sont les fibrocytes, qui présentent 
une dégénérescence granuleuse. Vers le dixiéme jour apres 
infection, les cultures ne conlicnnent pratiquement plus de ces 
cellules et c’est alors qu’apparaissent des plasmodes dans les 
couches de cellules épithéhales. 

Les cultures de fibrocytes de poulet, infectées par nos souches, 
n’ont présenté aucune modification pathologique aprés vingt jours 
observation. 


RECHERCHES BACTERIOLOGIQUES. — Aprés centrifugation a 
2000 1/min. pendant cinq minutes, nous avons ensemencé d’une 
part le liquide surnageant, d’autre part le sédiment cellulaire sur 
bouillon enrichi (culture aérobie et anaérobic), gclose au sang, 
milieu de Léwenstein-Jensen, milicu 4 locuf, milieu au mott de 
biére, milicu de Sabouraud. 

Chaque test a été effectué en double, dune part a Ja température 
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du laboratoire, d’autre part a 37°. La période d’observation 
s'est élendue de un a trois mois, sclon les milieux utilisés. 
‘Toutes ces recherches ont été négalives. 
Des cobayes, inoculés par voie sous-cutanée et intrapéritonéale, 
puis éprouvés a la tuberculine & deux reprises, n’ont pas réag). 
Sacrifiés au bout de trois mois, ils n’ont montré aucune lésion. 


Firtration. — Les diverses souches isolées traversent toutes 
les filtres Chamberland ‘L3, la filtration étant effectuée soit par 
aspiration, soit par simple diffusion a travers le filtre. 


Tirre. — Par suite de Vacltion cytopathogéne extrémement 
lente du virus spumeux, le titrage des souches présentait de nom- 
breuses difficultés. Nous nous sommes résolus, d’une part, a fixer 
arbitrairement la durée d’observation & une moyenne de douze 
jours (ce qui nous permeltait de n’effectuer que trois changements 
de milieu) et, d’autre part, a établir la présence du virus en nous 
basant non sur la destruction de la culture cellulaire, mais uni- 
quement sur l’apparition de plasmodes (1 au minimum), qui pour 
étre appelés ainsi par nous, rappelons-le, doivent avoir au moins 
une surface égale au quart a un champ microscopique au grossis- 
sement de soixante-douze fois. 

Nous avons titré nos souches en diluant le virus directement 
dans le mileu nutriiif (milieu 1 ou 2) que nous distribuions 
a raison de 1 ml par tube de culture. 

‘Les re 50 p. 100, calculés selon Ja méthode de Reed et 
Muench [44], ont varié-dell0-- 9 ao; 


SERO-NEUTRALISATION. — Les sérums a éprouver sont dilués 
de moitié dans le milieu 1 ou 2 et sont mélangés a parties égales 
avec du lquide virulent pur, titrant 10—-%:7. Aprés une incubation 
de deux heures a la température du laboratoire, le mélange virus- 
sérum est laissé au contact des cellules HeLa pendant deux 
heures, toujours a la température du laboratoire, 4 raison de 
0,1 ml par tube, puis le milieu nutritif est ajouté (0,9 ml par tube). 
La durée de l’expérience est de douze jours, le milieu étant 
changé sans rajouter de mélange virus-sérum, aux quatriéme, 
sepliéme et dixieme jours. 

Sur 31 sérums de singe ainsi examinés, 26 contenaient, a la 
dilution finale de 1/4, des anticorps neutralisants. Cing sérums 
ne neutralisaient pas le virus. Il est & noter que sur 8 sérums de 
jeunes singes, en captivité depuis moins de trois & quatre mois, 
5 ne neutralisaient pas le virus, alors que la totalité des sérums 


de singes en captivité depuis une année au moins (23 sérums) 
élaient neutralisants, 
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Nous n’avons rencontré aucun sérum de singe renfermant du 
virus actif, 

Nous avons également éprouvé les souches FV I et FV I 
(titrant respectivement 10—?:7 et 10—**) envers 4 sérums humains 
anti-oreillons, & la dilution finale de 1/4, selon la technique 
donnée plus haut. 

Nous n’avons observé aucune neutralisation des souches par 
ces ssrums, mi par le sérum humain témoin. 

Nous avons également recherché si des sérums de singes, 
inoculés avee du virus spumeux depuis quinze jours 4 un mois 
el neutralisant nos souches, fixaient le complément en présence 
dantigéne ourlicn, Tous nos essais se sont révélés négatifs. 


INOCULATION A LOEUF DE POULE EMBRYONNE. — Du liquide de 
culture de celluies HeLa, contenant du virus a un titre de 10-2, 
a été inoculé a l’ceuf de poule embryonné, sur membrane chorio- 
allantoidienne, dans le sac amniotique, dans le sac vitellin, ainsi 
que dans l’embryon lui-méme, par voie intracérébrale. 

Toutes ces expériences sont restées négatives, méme aprés trois 
passages a blanc, tant au point de vue histo-pathologique: 
quapres inoculation des divers prélévements aux cellules HeLa 
(observation d’une durée moyenne de quinze jours). 


INOCULATION A L’ANIMAL. — Nous avons inoculé : 

1° Des lapins par vole intraveineuse, par voie cornéenne et 
par scarification de la peau ; 

2° Des cobayes, par vole sous-cutanée et intrapéritonéale ; 

3° Des souris Aagées de quinze jours, ainsi que des souriceaux 
agés de quarante-huit heures, par voie intracérébrale. 

“Tous ces animaux n’ont présenté aucun symptéme pathologique 
pendant toute la durée de l’observation s’étendant de un a trois 
mois. 

Nous avons également inoculé des souriceaux nouveau-nés par 
vole intracérébrale. Dans un cas, tous les souriceaux moururent 
au onziéme jour; au deuxiéme passage (inoculation intracéré- 
brale toujours A des souriceaux nouveau-nés) les animaux mou- 
rurent au cinquiéme ou sixiéme jour. Cependant la souche fut 
perdue au troisiéme passage, peul-Ctre parce que nous avions 
utilisé des souriceaux Agés de quarante-huit heures. 

Dans d’autres expériences, restées négatives du point de vue 
décés des animaux, nous avons observé que les souriceaux étaient 
transitoirement malades vers le sixiéme ou sepli¢me jour apres 
Vinoculation (apathie, estomac vide), ce qui correspond a la date 
a laquelle Rustigian et ses collaborateurs sacrifient leurs animaux 
pour effectuer les passages 4 blane, avant d’obtenir une souche 
pathogéne pour les souriceaux. 
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Des singes (Cynocephalus babuin), choisis parce que mayant 
aucun anticorps neutralisant le virus spumeux ct inoculés par 
voie intracérébrale, par voile intraveineuse ou par vole intra- 
musculaire, n’ont présenté aucun symptome pathologique durant 
toute la durée de l’observation (un mois). 

Dans chaque ecatégorie, un singe fut sacrifié au quinziéme jour 
apres Vinoculation. Les broyals de cerveau, moelle, foie, rein, 
rate et ganglion inguinal, ainsi que du sérum et des hémates, 
furent inoculés & des cultures de cellules HeLa pour un essai 
de mise en évidence du virus. Tous ces essais resterent négalils 
apres une période d’observation de douze jours. 

Les séro-neutralisations effectuées avec les sérums des singes 
sacrifiés ont montré que seul l’animal inoculé par voie intravei- 
neuse avait élaboré au quinzi¢éme jour des anticorps envers le 
virus spumeux. 

Parmi les singes saignés un mois aprés Vinoculation, seul 
celui qui avait été inoculé par voie intracérébrale n’avait pas 
danticorps neutralisants. 


HEMAGGLUTINATION ET uEMOLYSE. — Les liquides virulents 
(souche FV I et FV II), provenant de cultures de cellules HeLa, 
n’hémageglutinent ni n’hémolysent les hématies de poule, ni celles 
de mouton. 

Ces liquides, titrant respectivement 10-77 et 10—*+, étaient 
mélangés 4 paruies égales avec les hématies diluées 4 1 p. 100 
dans de l’eau physiologique. La lecture était effectuée aprds 
séjour du mélange pendant seize heures 4 la glaciére. 


CoNnseRVATION. — Les diverses souches de virus spumeux 
conservent leur virulence pour les cellules HeLa, aprés un séjour 
de % 

Trois jours, au moins, & la température du laboratoire (18 a 
pee Gye 


PLANCHE I 


1. — Virus spumeux. Plasmode Agé d’environ huit jours, en bordure d’une culture 
de cellules de la souche HeLa. Coloration : hémalun-éosine. Gross. : 87 fois. 
2. — Plasmode au centre d’une plage de cellules HeLa. On distingue la couronne 


de cellules autour du plasmode, ainsi que quelques cellules étalées & la surface. 
Coloration : hémalun-éosine. Gross. : 180 fois. 


3. — Détail d'un plasmode, montrant les amas de noyaux, la fine yacuo- 

lisation du cytoplasme. Les amas tires foneés sont des débris nucléaires 

fortement basophiles. Culture de cellules HeLa. Coloration : hémalun-éosine 
Gross. : 350 fois. 


4. — Détail du plasmode de Ja photo 2. Gross. : 670 fois. Noter les débris nucléaircs 


fortement basophiles. 
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PLANCHE II 


5. — Culture de cellules testiculaires de singe infectées par le virus spumeux. 
Atteinte des fibrocytes, contractés et granuleux. Coloration: hémalun-éosine. 
Gross. : 300 fois. 


6. — Plasmode eréé par le virus spumeux dans une culture de cellules testiculaires 
de singe. Coloration : hémalun-éosine. Gross. : 180 fois. 
7. — Datail d’un plasmode d’une culture de cellules rénales de singe spontanément 


infectée, Noler les multipes vacuoles ou bulles ainsi que l’'amas de noyaux comprimés 
les uns contre les autres. Coloration : hémalun-jaune de métanilmucicarmin. 
Gross. : 670 fois. 


S$. — Cellules rénales de singe, en bordure d'un plasmode, présentant un 
cytoplasme finement yacuolisé, ainsi que des granulations iniracytoplasmiques, 
extrémement basophiles, décrites dans le texte. Coloration : 


: hémalun-jaune 
de métanil-mucicarmin. Gross. : 670 fois. 


Annales de U'Institut Pasteur. Mémoire P. LEPINE et M. PACCAUD. 
T. 92. 


Puancae I. 


MASSON ET C°, EDITEURS 
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Un mois 4 la température de + 4°C; 
1X Mois, au moins, a la température de — 15° C. 


Inactivation. -— La souche FV I est inactivée par un séjour 
de trente minutes a 56° C, ainsi qu’aprés un contact de dix-huit 
heures & + 4° © avec l’éther et le chloroforme. 


ULrrarittTRatTion. — La filtration étant effectuée par simple 
diffusion du milieu infecté a travers le filtre, a la température de 
+ 4° C, le virus passe a travers un ultra-fillre Gradocol (4) 
210 mu, mais non a travers celui de 160 mu. 

En nous basant sur le facteur de correction d’Elford [2], la 
taille moyenne du virus serait, 4 Vultrafillration, comprise entre 
110 et 160 mu. 


CoNCLUSIONS. 


Les recherches effectuées sur les souches de virus spumeux 
que nous avons isolées sur cellules HeLa, a partir de cultures 
de cellules rénales de Cynocephalus babuin ont établi que la 
degénérescence observée, du type plasmodial, était bien due 
a un agent transmissible filtrable, trés proche, sinon identique 
a celui décrit par Rustigian, Johnston et Reihart [413], par son 
aclion cytopathogéne et son pouvoir pathogéne, par l’aspect 
des lésions obtenues sur cultures cellulaires, par le temps de 
latence de l’infection, etc. Cet agent est différent du point de vue 
sérologique, de celui des oreillons, malgré une cerlaine analogie 
des lésions obtenues sur cellules HeLa {5}. 

Si Von cumule les observations de Rustigian, Johnston ct 
Reihart [43] avec Jes ndtres, il s’ensuit que cet agent est bien de 
nature virale. 

D’origine simienne, ce virus est aussi bien répandu chez une 
espéce au moins de singe asiatique (Macacus rhesus) que chez 
une espece de singe d’ “Afrique (Cynocephalus babuin). Apres 
injection de virus par toutes les voles couramment utilisées, saul 
la voie orale, on n’observe aucun signe pathologique chez les 
singes inoculés. 

Sur 31 sérums de singes examinés (babouins en bonne santé 
apparente), 26 renfermaient des anticorps neutralisant le virus ; 
les 5 sérums négatifs provenaient de jeunes animaux, en captivité 
depuis trois a quatre mois, alors que les sérums de 23 singes 
en caplivité depuis un an ou ae étaient trés neutralisants. Ces 
faits font suspecter la propagation d’une infection inapparente 
a la faveur de contaminations de cage. 


(4) Membranes Gradocol, type Elford, préparées par Himmelweit 
(Wright-Flemming Institute, Londres). 
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Cet agent, qui ne semble pas étre pathogéne pour Je singe. 
n’a pu étre mis en évidence ni dans les organes, ni dans le sérum 
ou les hématies de singes sacrifiés quinze jours apres l’inocula- 
tion. Cependant, l’apparition d’anticorps neutralisants chez un 
singe inoculé par voie intraveineuse et sacrifié quinze jours apres 
inoculation, ainsi que chez les singes inoculés par voie intra- 
veineuse et intramusculaire, un mois aprés Vinfection, démontre 
qu’il y a bien eu infection inapparente. 

La présence du virus chez Vanimal n’est pas décelée par 
Vexamen histopathologique des reins de singe ; seule l’appari- 
tion de plasmodes dans les cultures cellulaires signale Vinfection 
par le virus spumeux. 

Aucun animal de laboratoire couramment utilisé (lapin, cobaye, 
souris), ni Voruf de poule embryonné, ne réagissent de facon 
pathologique 4 Vinoculation de virus spumeux, ni ne permettent 
sa culture. 

Cependant, si l’on adapte la souche de virus par passages par 
voile intracérébrale au souriceau nouveau-né, l’animal présente 
des symptomes morbides discrets au sixiéme ou septi¢me jour 
aprés lTinoculation. Toutefois, le contréle par inoculation du 
matériel A des cellules sensibles, avee production de lésions 
typiques, n’a pas pu étre effectué ni par Rustigian et ses colla- 
borateurs, ni par nous-mémes. 

Le virus spumeux n’a aucune action cytopathogéne sur les 
cellules épithéliales de souris (Rustigian et coll.), ni sur les fibro- 
cytes de poulet. Il semble done bien que son tropisme soit essen- 
tiellement simien et accessoirement humain ; aucun sérum humain 
éprouvé par Rustigian ou par nous-mémes ne posséde d’anti- 
corps anti-virus spumeux. Cependant, seuls des sérums d’Euro- 
péens ou d’Américains ont été ainsi examinés et les recherches 
devront également porter sur des sérums d’Africains ou d’Asia- 
tiques, avant que l’on puisse affirmer l’origine purement simienne 
de ce virus. 

Le virus spumeux ayant une action cylopathogéne lytique, avec 
production de plasmodes semblables A ceux produits par le virus 
des oreillons [5], n’a cependant aucun pouvoir hémolytique ui 
hémageglutinant pour les hématies de poule ou de mouton, les 
titres étant peut-elre trop bas pour qu’une telle qualité puisse 
élre mise en évidence. 

Le titre du virus est toujours assez bas, variant entre 10—2° et 
10~” [43] et nous-mémes). Relativement résistant a la tempé- 
perature du laboratoire, le virus est néanmoins détruit par chauf- 
lage a 56° C pendant trente minutes, ainsi que par l’éther et Je 
chloroforme. 

Les recherches préliminaires effectuées pour ¢établir la taille 
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du virus spumeux (ultrafillration) montrent qu’il s’agil d’un virus 
de dimension moyenne, comprise entre 110 et 160 mu. 

Des recherches sont en cours pour confirmer ces résultats par 
examen au microscope électronique et pour rechercher le virus 
a Vintérieur des cellules. 


SUMMARY 


STUDY OF FOAMY VIRUS. 
I. Stupy or FV J, FV II, FVIII strains tsozatep 
FROM Cynocephalus KIDNEY CELL CULTURES. 


Cultures of renal tissue of Cynocephalus babuin have shown 
a degeneration of plasmodial type. This degeneration is induced 
by a filterable agent, parent if not identical with the one described 
by Rustigian and coworkers from the point of view of cytopatho- 
genic activity, pathogenicity, aspect of the lesions in tissue 
cultures, lag period of infection, etc. 

This agent differs serologically. from mumps virus, although 
the lesions induced by both viruses are almost identical. It does 
not provoke any pathological symptom when inoculated into 
monkey. 26 sera of babuins out of 381 possessed neutralizing 
antibodies ; an inapparent infection, transmitted by contact, 
might then be possible. 

Histological examination of monkey kidneys does not reveal 
the presence of the virus ; this presence is only disclosed by the 
formation of plasmodes in the tissue cultures. 

The virus does not induce haemolysis nor haemagglutination 
of R. B.C. Its size (ultrafiltration) seems to be about 110- 
160 mu. 

Pass 
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MULTIPLICATION DU VIRUS POLIOMYELITIQUE 
DANS LES CULTURES /N V/TRO 
DE CELLULES EXSUDATIVES DE SINGE 
SANS EFFET CYTOPATHOGENE GENERALISE 


par G. BARSKI (*) et F. ROBBE-FOSSAT (’*). 


(Institut. Pasteur, Service des Virus {D" P. Litpine}) 


| 


Nous avons décrit précédemment la culture in vilro du virus 
vaccinal et du virus herpétique en présence des cellules d’exsudat 
péeritonéal artificiel du lapin {4}. 

Avee une technique analogue, adaptée au singe, nous avons 
obtenu en cultures in vitro des cellules exsudatives, sensibles au 
virus poliomyéltique. Pourtant le comportement du virus et le 
caractere de la réponse cellulaire dans ces cultures s’avérent 
assez particuliers et différent de ce qu'on observe habituellement 
dans les cultures de cellules fibroblastiques ou épithéhales de 
primates. 

MATERIEL ET TECHNIQUE. 


MATERIEL CELLULAIRE. — Les singes (Cynocéphales) pesant de 3 4 6 kg 
recoivent 3 a 5 injections intrapéritonéales quotidiennes d’un mélange 
i parties égales de bouillon et de solution de Ringer contenant 
1 p. 1000 de glycogene. Les volumes du liquide injecté s’échelonnent 
de 80 4 150 cm?. 

Le lendemain de la derniére injection les singes recoivent, par la 
méme yoie et sous anesthésie au nembutal, 200 cm® de solution de 
Hanks additionnée de 0,12 p. 100 de trypsine, de 5 p. 100 de sérum 
de singe ainsi que de 5 unilés d’héparine, de 200 unités de pénicil- 
line et de 50 unités de dihydrostreptomycine par centimetre cube. 

Aussit6t apres, on introduit dans le péritoine de l’animal, & l’aide 
d'un trocart de 4 mm de diamétre, 20 & 25 cm d’une sonde souple 
en polyvinyl munie de multiples perforations latérales. L’extrémité 
exltérieure de Ja sonde est reliée 4 une seringue de 100 cm® par laquelle 
on aspire Je liquide accumulé dans Je péritoine de l’animal. 

Le mode de lavage et de préparation de la suspension cellulaire pour 


(*) Adresse actuelle: Centre de Recherches d’Immunopathologie, 


{ 
Hopital Saint-Antoine, Paris. 
*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1956. 
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la culture a été décrit précédemment [4]. Le milieu de culture contient 
50 p. 100 de solution 199 [2], 35 p. 100 de solution de Hanks ect 
15 p. 100 de sérum de singe. 

La densité cellulaire de la suspension finale préparée dans ce milieu 
est de l’ordre de 500000 éléments cellulaires par centimétre cube, ce 
gui correspond & une dilution du culot cellulaire dans les propor- 
tions de 1 : 300 4 1: 400 environ. 

Un seul prélévement peut fournir 30 4 40 millions de cellules et 
ie méme animal, apres un repos de sept 4 dix jours, peut ¢tre sams 
inconvénient utilisé & nouveau comme source répétée de cellules 
exsudatives. 

La suspension est distribuée par fractions de 1 cm* dans des tubes 
aplatis munis de lamelles [3]. Les cellules viables se déposent et 
s’étalent rapidement a la surface des lamelle, surtout si celles-ci sont 
recouverles d’une mince couche de formvar. On change le milieu dans 
les tubes normaux ou infectés vingt-quatre heures aprés la mise en 
culture et ensuite toutes les quarante-huit ou soixante-douze heures. 

Nous employons accessoirement une technique différente, qui 
consiste & introduire la suspension des cellules exsudatives dans des 
tubes roulants dont les parois ont été préalablement revétues d’une 
couche de plasma coagulé. On obtient ainsi l’apparition particulic- 
rement rapide des formes cellulaires ramifiées et fusiformes. 

Parallélement aux cultures des cellules exsudatives, nous utilisons 
comme témoins d’infectivité et de l’action cytopathogéne du _ virus, 
des cultures de cellules rénales de singe préparées par les méthodes 
habituelles. 

Les techniques de fixation et de coloration des cultures sur lamelles 
ont été décrites précédemment [4]. 


Virus, — Nous utilisons la souche du virus poliomyélitique Mahoney 
du type 1. Les surnageants de cultures contenant le virus et destinés 
aux titrages sont stockés, aprés prélévement, 4 — 20°C. Nous effec- 


tuons les titrages par les méthodes habituelles, utilisant comme unités 
de titrage des tubes de cultures de reins de singe trypsinés (4 tubes 
paralléles au moins par dilution). Le titre est calculé d’aprés la 
méthode de Reed et Muench. 


RESULTATS. 


CULTURES NORMALES. — La population cellulaire de l’exsudat 
péritonéal comporte, au départ, des petits leucocytes, des macro- 
phages et quelques hématies. Elle devient rapidement assez homo- 
géne ; vers le quatriéme ou le cinquiéme jour, on est en présence 
d'une culture ott prédominent des cellules polygonales, parfois 
\rés ramifiées, et des macrophags typiques 4 cytop'asme plus 
ou moins granuleux, s’¢élendant en voiles, visib’es apres coloration 
ou en contraste de phase. La culture est parsemée de cellules 
geantes 4 4 ou 5 noyaux en moyenne. Plus rares sont les plas- 
modes avant plusieurs dizaines de noyaux. Le nombre total de 
cellules dans une culture de sept jours, calculé apres la numé- 
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ration des cellules sur lamelles aprés coloration, est de lordre de 
10°. Mentionnons que dans les cultures de cellules rénales de 
singe, préparées parallélement dans des tubes a lamelles de 
méme modéle, nous avons trouvé un nombre de cellules tres 
comparable : 8 a 10 x 10+. 

En dehors de cellules manifestement vivantes et normales 
a’ noyau clair, aux contours réguliers et cytoplasme caractéris¢ 
par des ramifications ou des voiles, on rencontre dans les cultures 
exsudatives quelques cellules en dégénérescence 4 noyau pycno- 
lique et cytoplasme fortement ¢osinophile. Le nombre de ces 
cellules varie de 1 45 p. 100 selon la culture. 


CULTURES INFECTEES. — A l’observation directe dans les tubes, 
il est impossible de distinguer avec certitude Jes cultures infec- 
tées avec le virus des cultures témoins, et cela méme dans le cas 
ou on les observe pendant treize jours. Ceci est vrai pour des 
cultures stationnaires sur lamelles, aussi bien que pour des 
cultures en tubes roulants en plasma. 

De méme, le pH dans les cultures infeclées baisse avec la 
méme rapidité que dans les cultures témoins. 

En vue d’un examen cytologique plus détaillé au cours de 
plusieurs séries expérimentales, des lamelles portant les cultures 
ont été retirées des tubes les quatriéme, cinquiéme, sixiéme, 
huitiéme et treiziéme jours aprés infection et observées aprés 
fixation (Bouin) et coloration (hémalun-cosine). 

Le fait dominant est l’absence, dans ces cultures, de lelfct 
cylopathogene uniforme et généralisé, qu’on voil réguliérement 
au bout de deux a trois jours dans les cultures paralléles des 
cellules rénales de singe, infectées avec les mémes doses de virus. 

Méme si, dans les cultures infectées, on constate parfois un 
nombre accru de cellules ayant un noyau pycnotique et un cyto- 
plasme rétracté fortement éosinophile, on ne retrouve pas dans 
ces cultures les lésions typiques : masse éosinophile centrale dans 
le cytoplasme et noyau aplati et en position excentrique, lésions 
visibles dans d’autres cellules humaines ou simiennes infectées 
in vitro avec le virus poliomyélitique [4, 5, 6, 7, 8] et considérées 
4 Vheure actuelle comme spécifiques du groupe des virus polio- 
myélitiques. Ainsi, les cellules en souffrance dans les cultures 
exsudatives sec confondent, par leur aspect, avec des cellules sem- 
blables observées souvent dans les cultures témoins, et il devient 
difficile d’affirmer leur spécificité. 

D’une maniére générale, dans loules les cultures infectées 
fixées trois, cing, huit ou treize jours aprés Vinlroduction du 
virus, on retrouve des cellules ayant dans Jeur majorité des 
noyaux non altérés et un cytoplasme bien ¢talé montrant des rami- 
fications et des voiles. 
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Autrement dil, morphologiquement, rien ne nous permet 
daffirmer la présence de virus dans ces cultures. 

Ajoutons, enfin, que deux singes, qui ont servi a la production 
des cellules exsudatives utilisées dans ces expérienecs, ont été 
sacrifiés par la suite et leurs reins, apres trypsinalion, mis en 
culture. Ces cultures se sont révélées normalement sensibles 
a Vinfection poliomyélitique in vitro, manifestant un effet eyto- 
pathogéne rapide cl généralisé et produisant le virus a des taux 
de Vordre de 107 DI,, par centimétre cube de surnageant. 


TITRAGE pe virus. — ‘Les cullures exsudatives infectées 
recoivent toutes une dose unique de 0,1 cm* de suspension virn- 
lente, contenant 1000 DI,,, introduilte dans 1 em*® du milieu sur- 
nageant. 

Dans des tubes témoins sans cellules ot l'on introduit le virus 
dans les mémes conditions, le titre, qui est en conséquence de 
10? DI;, par 0,1 cm* au départ, baisse dans les vingt-quatre 
heures a 10° DI,,. Le virus n’est plus décelable au bout de qua- 
rante-huit heures. 

En présence des cellules exsudatives (voir tableau I résumant 
les résultats de plusieurs expériences) le virus introduit dans les 
cullures, soit au début, soit plus tard, vers le huilicme ou neu- 
viéme jour, se multiplie effectivement et se trouve libéré en quan- 
lités massives dans le milieu. 

Cette multiplication apparait comme assez rapide ; par exemple 
dans la série V, lot 1, aprés le remplacement de milieu qui fait 
haisser le titre d’au moins | log, ce titre remonte en vingt-quatre 
heures de 107° a 10+,?°, c’est-a-dire d’au moins 2,5 log. 

De méme, le virus introduit dans les cultures le huitiéme jour 
augmente en quarante-huit heures 10*?° fois. 

D’une maniére générale on peut conclure que dans ces cultures 
le virus est libéré constamment par les cellules pendant huit jours 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Hic. 1. — Culture de 8 jours d’exsudat péritonéal de singe, infectée d’emblée avec 
1000 DI,, de virus de poliomyélite (souche Mahoney). Cellule géante d’aspect 
Pee 
Fic. 2. — Méme culture que figure I. 
Nombreuses cellules de type histiocytaire d’aspect normal. 


Fic. 3. — Une culture de cellules rénales de singe, trois jours aprés infection 
avec 1000 DI,, de virus de poliomyélite. Toutes les cellules présentent des 
lésions spécifiques de poliomyélite in vitro : zone cytoplasmique centrale hyper- 


trophiée, noyau aplati excentrique. 


Annales de Ulnstilut Pasteur, 92, n° 3, 1957. a | 


306 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TABLEAU 


Le titre de virus est exprimé en log. du nombre de DI,, dans 0,1 cm* de liquide 
surnageant prélevé de 4 tubes paralléles. 

R = Renouvellement de milieu: prélévement complet du surnageant et son rem- 
placement par le méme yolume de milieu frais. 

V = Introduction de 1 000 DI,, de virus. 


30 
au moins et réapparait & nouveau dans le surnageant apres 
chaque changement de milieu 


DiscuSSION ET CONCLUSION. 


Le comportement envers le virus poliomyélitique de la culture 
in vitro des cellules exsudatives de singe est essentiellement dif- 
férent de celui d’une culture d’autres tissus de la méme espéce, 
par exemple des cellules épithéliales du rein ou des fibroblastes 
de testicule. 

Dans le cas de cellules épithéliales ou fibroblastiques, cultivées 
en couche monocellulaire et infectées avec une dose massive de 
virus, toutes les cellules de la culture sont atteintes par l’infec- 
tion dans un temps qui correspond a 3 a 4 cycles infectieux 
intracellulaires. Cela se traduit par une destruction pratiquement 
compléte d’une culture contenant 10° 4 10° cellules, en deux ou 
{trois jours apres inoculation de 1000 DI., de virus, et une libé- 
ration dans lé milieu a la fin de cette période de toute la quantité 
de virus que ces cellules peuvent produire. 

Par contre, dans les cultures de cellules exsudatives, également 
en couche monocellulaire, ayant une population cellulaire de 
méme ordre de grandeur et infectées dans les mémes conditions, 
le virus se dégage dans le milieu surnageant a partir du_troi- 
siéme ou quatriéme jour d'une fagon continue et pendant huit 
jours au moins. Il y atteint des titres assez élevés de Vordre de 
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10° DI;, par centimétre cube, c’est-a-dire des valeurs inféricures 
en moyenne d’un log seulement a celles qu’on obtient dans les 
cultures de cellules épithéliales ou de fibroblastes. Malgré la 
multiplication de virus, les cultures exsudatives présentent, au 
bout de huit jours et méme au bout de quatorze jours, dont treize 
avec Je virus, une population cellulaire dans son ensemble 
normale, 

Un passage continu et progressif du virus dans le milieu a été 
observé également en culture de fragments de tissu embryonnaire 
humain, ou de rein de singe, maintenus en suspension dans le 
milieu d’aprés la méthode de Maitland (Franklin, Dunean, 
Wood et Rhodes {9}, Farrell et coll. [10]. Pourtant, dans ce cas 
particulier, les conditions de fixation du virus sur les cellules sont 
différentes de celles que présentent les cultures en couches mono- 
cellulaires, puisque seules les cellules & la surface de fragments 
se trouvent immédiatement accessibles au virus. 

On peut envisager deux explications possibles du phénoméne 
que nous observons : 

1° On peut supposer l’existence, dans la culture de cellules 
exsudatives, d’un nombre restreint de cellules sensibles au virus. 
La remontée du titre du virus aprés les renouvellements successi!s 
de milieu impliquerait en conséquence l’apparition constante de 
nouvelles cellules sensibles. Nous ignorons le mécanisme grace 
auquel elles pourraient acquérir cette réceptivité au virus au 
fur et & mesure. Il a été néanmoins démontré dans les cultures 
d’autres tissus, comme les amygdales humaines [414], ou les tes- 
ticules {42}, qu’une telle acquisition progressive de réceptivité au 
virus peut en effet se produire aprés explantation in vitro. 

Si lon considére que le nombre de cellules viables dans les 
cultures d’exsudat péritonéal est du méme ordre de grandeur 
(10° environ par culture) que celui des cultures paralléles de rein 
de singe, et que le titre de virus libéré dans le liquide surnageant 
est d’un log. en moyenne plus bas dans les premiéres que dans 
les secondes, on peut conclure que si 1 cellule sur 10 était 
détruile par le virus dans les cultures exsudatives, cela suffirait 
pour rendre compte du taux de multiplication du virus dans ces 
cultures. L’effet cytopathogéne serait, dans ces conditions, diffi- 
cile a apprécier. 

Un phénoméne analogue a été décrit par Kaplan et Melnick [43] 
dans les cultures de rein trypsiné d’une espéce de singe sud- 
américain (Cebus capucina), peu sensible a la poliomyélite. 

2° On pourrait admettre également que cette population cellu- 
laire particuliére du systéme réticulo-endothélial (SRE) qu’est fa 
culture des cellules exsudatives, réagit A l’infection par le virus 
poliomyélitique d’une maniére qui lui est propre. On peut sup- 
poser que ces cellules assurent la multiplication et la libération 


308 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


du virus & une cadence, par rapport aux autres cultures cellu- 
laires, plus lente et pendant une période plus longue, sans 
montrer de lésions spécifiques de poliomyélite in vitro. Ces 
lésions, décrites d’abord par nous-mémes dans les fibroblastes {4}, 
ont été par la suite retrouvées réguli¢rement dans d’autres 
cellules conjonctives ou épithéliales subissant l’action cytopatho- 
eéne du virus poliomyélitique in vitro [6, 7, 8]. 

Or, on. pourrait supposer lexistence de cellules du SRE, 
provenant d’une espéce sensible & la pollomyélite qui, tout en 
acceptant le virus et assurant sa reproduction, resteraient viables 
et morphologiquement intactes. Mentionnons que Cramer ;414] a 
rapporté que des cellules du SRE humain (il s’agit des cellules 
de type plasmocytaire prélevées par ponctions sternales de deux 
cas de myélome), maintenues en culture in vitro, ne montrent pas 
non plus de lésions apparentes aprés infection par des doses 
élevées du virus poliomyélitique. Cet auteur n’a pas fait de 
litrages du virus dans ces cultures. 

Si notre supposition se vérifie, on serait alors en présence 
(une preuve directe apportée in vitro du fait que les cellules 
mobiles du SRE de l’animal sensible peuvent fournir un terrain 
favorable a la multiplication continue du virus poliomyélitique, 
sans que celte multiplication soit accompagnée de destruction 
massive de cellules, ou d’apparition de lésions spécifiques. 

De nombreuses données obtenues par les recherches sur |’ani- 
mal infecté, accumulées surtout par Bodian [45], Verlinde ct 
coll, [46], Sabin [47] et encore récemment par Wenner et Kamit- 
suka [48] nous conduisent, en effet, & rechercher dans les éléments 
du SRE le terrain sur lequel le virus se fixe de préférence, ov 
il prolifére régulicrement et abondamment au stade initial de 
Vinfection poliomyélilique. 


SUMMARY 


MULTIPLICATION OF POLIOVIRUS 
IN in vitro CULTURES OF MONKEY EXUDATE CELLS 
WITHOUT GENERALISED CYTO-PATHOGENIG EFFECT. 


By a technique previously described, in vitro cultures of 
R. E.S. cells are obtained from the peritoneal exudate artificially 
produced in Cynocephalus monkeys. One monkey can produce 
enough exudate to prepare 40-50 cultures at one time and can he 
used again as a source of cells. 

_ If poliomyelitis virus (1000 T. C. ID;, of Mahoney type 1) is 
introduced into these cultures, no definite cytopathogenic effect is 
observed in the course of 8 and, in some cases, of 13 davs. The 
population of histiocytes is nearly normal and no typical polio- 
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myelitis lesions as they were described in human fibroblasts or 
humau and monkey epithelial cells are observed. 

Titrations performed with the supernatant of the R. E. S. cul- 
tures reveal that the virus, despite the apparent lack of cyto- 
pathogenic effect, is multiplying and is released in the medium. 
Titers of 10°-10° ID,, p. ml are attained. 

Two possible explanations of this phenomenon are proposed : 

1° Only a small proportion of the cells in the R. E. S. cultures 
is available at any time for infection and virus reproduction. 
During the culture period, new cells are permanently coming to 
maturity in the sense of receptivity to virus. 

2° Individual infected R.E.S. cells produce and release the 
virus In a more continuous and less explosive way than do epithe- 
lial or fibroblastic cells. Consequently, the virus reproduction 
in R. E. S. cells is not necessarily associated with cell destruction. 
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L’HOMOGENEITE, QUALITE ESSENTIELLE 
DE TOUTE SUSPENSION VIRULENTE 


par René PANTHIER (*) 


(Institut Pasteur, Service de la Fiévre jaune) 


Les méthodes de préparation des vaccins vivants sont en 
général codifiées et, en pratique, Vutilisation de ces vaccins 
démontre par la qualité de Vimmunisation qu‘ils provoquent ct 
par l’innocuité habituelle de leur emploi, que les normes établies 
sont satisfaisantes. 

Cependant, ces normes laissent le plus souvent a l’expérimen- 
taleur une grande liberté dans le choix de méthodes particuliéres 
qui devront élre utilisées au cours de la préparation de tels 
vaccins. Une série de problémes a résoudre, d’importance 
variable, s’est présentée & nous lors de la mise au point de !a 
préparation du vaccin antiamaril, souche 17D de la Fondation 
Rockefeller. Tous étaient plus ou moins directement rattachés 
i Vhomogénéité de la suspension virulente qui constitue le vaccin. 

Nous voulons donc, d’une part, étudier cette homogénéité aussi 
bien sous l’angle de la dispersion physique des particules viru- 
lentes dans le milieu que sous l’angle de la dispersion de la viru- 
lence (c’est-a-dire la virulence plus ou moins grande de chacune 
de ces particules), d’autre part, indiquer comment nous avons 
pensé résoudre la série de petits problemes hés a l’obtention de 
cette homogénéité de la suspension virulente. Cette étude a été 
faite surtout avec le virus antiamaril souche 17 D, en partie aussi 
avee le virus de Dakar, mais elle fut basée sur des expériences 
antérieures, réalisées avec du virus grippal et des rickettsies des 
fiévres exanthémaliques : nous pensons donc que les conclusions 
de cette étude débordent largement le cadre du vaccin antiamaril, 
souche 17 D de la Fondation Rockefeller. 


I. — Disprrsion PHYSIQUE DES PARTICULES VIRULENTES 
DANS LE MILIEU. 


Il est évident que pour obtenir des résultats comparables 
i partir de deux prélévements successifs d’une méme suspension 


(*) Manuscrit recu Je 31 octobre 1956. 
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virulente, il faut d’abord que ces deux prélévements contiennent 
le méme nombre de particules virulentes. Ceci ne sera réalisable 
que si toutes les particules virulentes sont parfaitement dis- 
persées dans la suspension. 


A, Dispersron puysiguE. — Pour le virus 17D cultivé sur 
embryon de poulet, les travaux de Fox [4] démontrent que la 
culture la plus satisfaisante du virus est obtenue a partir de 
Vembryon de poulet (préalablement inoculé) broyé en totalité. 
Cet embryon total broyé sera centrifugé et seul le liquide sur- 
nageant constituera la suspension virulente ullérieurement utilisée 
en vaccination humaine. 

Le broyage au Waring blendor des embryons pendant dix 
minutes donne des résultats assez satisfaisants, mais laisse per- 
sister d’assez gros fragments de tissu embryonnaire. De ce fait, 
la perte en virus récolté sera sensible. 

Si on stocke & — 60° ce broyat, pendant le temps nécessaire 
aux contréles bactériologiques, on constate, lors de la décongé- 
lation brutale ultérieure du broyat, la disparition de ces amas 
tissulaires. Par centrifugation prolongée, tous les débris tissu- 
Jaires, méme trés fins, seront éliminés et le liquide surnageant 
contiendra done une quantité plus appréciable de virus qu’aprés 
un simple broyage par le Waring blendor. Le virus sera en outre 
physiquement parfaitement dispersé. 

Malgré la complexité des temps ultérieurs de la préparation de 
vaccin et surtout la lyophilisation et la réhydratation du produit 
sec, il sera nécessaire de conserver cette parfaite dispersion 
physique. De la qualité de la lyophilisation vont done dépendre 
non sculement la quantité de virus actif restant dans le vaccin et 
la conservation plus ou moins aisée du produit, mais aussi, aprés 
la réhydratation du vaccin sec, la dispersion physique des éléments 
virulents dans le liquide de dilution. 


B. R&arisaTion pRATIQUE. — a) Pour le stockage du broyat 
embryonnaire & —60°, nous avons abandonné l’emploi de 


flacons & plasma bouchés au caoutchouc, car a cette température 
le caoutchouc perd son élasticité et une certaine quantité de gaz 
carbonique de la glaciére 4 carboglace (dry ice box) finit par 
pénétrer dans les flacons. Aucun des vernis essayés pour recou- 
vrir le bouchon de caoutchouc n’a pu supprimer cette diffusion 
gazeuse trés toxique pour le virus. 

Nous employons maintenant de grosses ampoules de verre 
Pyrex dans lesquelles le broyat embryonnaire est rapidement 
congelé en « coquille »; le col de ces ampoules est scellé au 
chalumeau. 

La décongélation du broyat est obtenue en faisant couler sur 
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VYampoule de eau a 37° (venant dun chauffe-eau 4 température 
réglable) pendant que cette ampoule est énergiquement secouce 
a la main. Dés que le broyat est décongelé en totalité, sa tempé- 
rature est voisine de 0° et lampoule est maintenue en glace 
fondante, en attendant les manipulations ultérieures. 

b) La Tyophilisation du vaccin est réalisée en un seul temps cl 
cependant nous avons pu obtemr un produit dhumidité rést- 
duelle constante (moins de 0,2 p. 100) qui se réhydrate trés faci- 
lement. 

1° Choix de Uappareillage. Il nous a semblé que la lyophili- 
sation était une opération complexe dont Jes temps doivent ¢tre 
conduits de facon différente non seulement selon chaque germe 
pathogéne, mais aussi selon chaque excipient. Un point nous 
a semblé trés important: l’écoulement de Vair de l’ampoule 
vers la pompe a vide, puis de la vapeur d’ecau de l’ampoule 
vers la paroi froide. Nous avons choisi un type d’appareil qui 
lient compte au maximum de cette condition (USIFROID 
type M.S. 104) [2]. 

Une paroi froide de grande surface, en acier inoxydable, évite 
la formation de cones de givrage importants qui peuvent modifier 
sa température. 

Aucune coudure inutile ne contrarie Pécoulement des molécules 
gazeuses, 

Les ampoules ne sont pas bouchées au coton ce qui évite un 
freinage important. L’ouverture des ampoules est située a faible 
distance de la paroi froide et perpendiculairement a cette parol, 
done la vapeur d’eau est projetée sur elle. 

Cet appareil ne posséde qu'une pompe a vide a palette mais 
de grande capacité, ce qui permet d’éviter de « casser » Je vide 
lors. du piquage successif des ampoules sur l’appareil. 

2° La durée de la lyophilisation dépendra, toutes autres condi- 
tions ¢tant égales, de l’épaisseur du produit a dessécher. Comme 
nous congelons notre vaccin en coquille sur un appareil décrit 
par ailleurs [2], cette épaisseur peut ¢tre aisément calculée 
puisque nous obtenons un cylindre parfait avec le vaecin congelé. 
Nous utilisons done des ampoules dont la dimension a été préala- 
blement calculée pour que, quelle que soit Ja quantité de vaccin 
awelles contiennent, l’épaisseur de la suspension viru'ente soit 
constante. 

La teneur de Vhumidité résiduelle dont la valeur est prévue 
nae les normes de fabrication (3] n’est pas la seule qualité du 
produit lyophilisé. On peut, en effet, par des opérations longucs 
et complexes, obtenir toujours un ake @humidité résiduelle 
salisfaisant, mais, si opération est mal conduite, le produit sec 
sera tres difficile & réhydrater et Ja dispersion des particules 
virulentes dans le milieu sera trés mauvaise. 
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Si la lyophilisation est pratiquée sur un appareil qui laisse 
constamment les ampoules 4 la température ambiante, on peut 
considérer que la lyophilisation s’opére en trois temps : d’abord 
essorage du produit qui correspond sensiblement A la période 
pendant laquelle le vaccin reste & une température inférieure a 0° 
(apport des frigories étant assuré par l’évaporation de la vapeur 
(eau), suivie de la dessiceation proprement dite pendant laquelle 
le produit a dessécher se réchauffe jusqu’a la température 
ambiante, et enfin la dessiccation terminale dont dépend le taux 
de Vhumidité résiduelle (qui est fonction de la différence de tem- 
pérature terminale du produit et de la température de la paroi 
froide). 

Il est évident que si Yon essaie de dessécher un liquide trop 
concentré, de viscosité trop grande comme l’est habituellement fe 
liquide surnageant du broyat embryonnaire, l’opération sera 
contrariée dés le premier temps car une dessiccation rapide de 
surface se produira, réalisant un double cylindre crotteux sur 
les surfaces interne et externe du vaccin ct la dessiceation de la 
partic intermédiaire sera trés difficile. 

Ceci est tellement vrai que |’évaporation du produit étant 
entravée, Vapport de frigories dues a cette évaporation ne 
compensera pas le réchauffement dai a la température ambiante 
et le vaccin se décongélera par endroits. On peut éviter cette 
décongélation en maintenant Jes ampoules dans une enceinte 
refroidie, car l’évaporation de l’eau sera retardée et la formation 
crotteuse d’autant moins nelle, que lévaporation sera moins 
brutale. 

Nous avons préféré une solution plus simple qui nous donne 
toute satisfaction. Il suffit, en effet, d’ajouter une quantité conve- 
nable d’eau distillée au jus embryonnaire. Le volume occupé par 
le produit congelé est plus important, ce volume restera le méme 
jusqu’a la fin de la dessiccation. Les molécules d’eau sur les 
deux surfaces cylindriques, en s’évaporant, laisseront des espaces 
vides qui permettront le cheminement aisé de la vapeur d’cau 
provenant de la profondeur. A mesure donc que |’évaporation se 
fera, la surface d’évaporation, au lieu de diminuer, va s’agrandir 
et le produit fini ressemblera 4 une éponge parfaitement séche 
et non a une galette trop cuite en surface, humide a Vintéricur. 

Non seulement la rapidité de la lyophilisation sera accélérée, 
mais la surveillance des opérations sera simplifiée, car Péquilibre 
entre Vapport calorique da a Ja température ambiante et les 
frigories dues a cette évaporation intense sera facile 4 réaliser. 

Le produit fini, de par sa contexture d’éponge, se délitera avec 
la plus grande facilité dés qu’il sera mis au contact de Peau cde 
réhydratation, 

4° Dessiceation terminale. Ce dernier temps doit fixer le taux 
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Vhumidité résiduelle qui dépend, pour un vide équivalent, de la 
différence de température entre produit desséché et la température 
de la paroi froide. Pour obtenir un taux constant d’humidité rési- 
duelle, nous placgons en fin de dessiccation nos ampoules a une 
température ambiante de 24°, ce que nous obltenons en pratique 
erace a des cloches de réchauffement décrites antéricurement [2]. 

Nous avons fait réaliser ces cloches a la suite d’une constata- 
lion pratique intéressante. Un lot de vaccin desséché, alors que la 
température du laboratoire élait de 17°, fut stocké & — 25°. Aprés 
six mois de conservation, le vaccin prit une teinte rose de plus 
en plus marquée pour devenir franchement rose soutenu. Ce lot, 
évidemment, ne fut pas utilisé, mais ceci nous fit penser que l’on 
pouvait, par simple examen d’une ampoule de vaccin, avoir une 
indication utile sur, d’une part Vhumidité résiduelle, d’autre part 
la qualité du vaccin. 

Une certaine quantité d’hémoglobine dissoute donne au jus 
embryonnaire frais une teinte rose assez franche. \ mesure que 
la dessiccation de ce jus se poursuil, cette teinte s’efface, et si 
la dessiccalion est suffisante, l’ampoule terminée examinée en 
lumiére blanche (lampe fluorescente), le produit fini apparait de 
couleur jaune chamois trés pale. 

Si une trop grande quantité d’humidité résiduelle persiste dans 
l’ampoule, & mesure que le temps passe, ampoule étant conservée 
i basse température (— 25°) une teinte rose de plus en plus 
marquée apparaitl. 

Si le vaccin, méme sec, est conservé a une température trop 
élevée, le blocage des enzymes n’est plus efficace, des phéno- 
ménes d’oxydation se produisent et Vhémoglobine devient de 
l'oxyhémoglobine de teinte brune franche. On peut déduire de 
Vapparition de cette teinte que les phénoménes d’oxydation ont 
atteint le virus lui-méme : le vaccin est donc inulilisable. Cette 
variation de teinte est confirmée par le fait que du jus embryon- 
naire non desséché stocké & — 60° conserve exactement sa teinte 
(’origine pendant au moins cing ans. 


Aussi le simple examen du vaccin & tout moment doit per- 
mettre d’avoir une indication sur la qualité de la lyophilisation 
Uune part, et Pefficacité du stockage, done de la valeur du pro- 
duit @autre part. L’hémoglobine dissoute joue seulement le réle 
(indicateur coloré. 


II. — DiIspeERsION DE LA VIRULENCE. 


Nous écrivions plus haut que deux prélévements successifs 
d'une méme suspension virulente doivent contenir le méme 
nombre de particules virulentes. Complétons maintenant cette 
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phrase : il faut aussi que les particules virulentes soient de viru- 
lence identique. Il s’agit alors de la dispersion de la virulence. 


A. CONSEQUENCES PRATIQUES DE LA DISPERSION DE LA VIRULENCE. 

L’importance de cette dispersion de la virulence nous est 
apparue en 1948, alors qu’avec G. Cateigne et Cl. Hannoun, nous 
tentions des isolements de virus de liquides de gargarisme de 
grippés. ‘Les isolements faits a partir de liquides récemment 
recueillis étaient beaucoup plus difficiles que ceux faits a partir 
de liquides stockés un mois & — 20°, Pensant que dans le cas de 
liquide fraichement recueilli, le développement du virus. était 
contrarié par des phénoménes d’interférence, nous avons étudié 
un liquide de passage ordinaire de la souche P. R.8 cultivé sur 
ceuf dés sa récolte, puis aprés un stockage & — 20° de deux mois, 
puis de quatre mois [4]. 

En évitant volontairement d’envisager le pouvoir pathogéne 
pour le furet, le singe ou Vhomme, donnée inutile pour cette expe- 
rience, nous pouvions considérer que selon leur virulence les 
particules en suspension pouvaient étre de quatre types : 

Type I: virus non hémagglutinant non infectant pour lceuf ; 

Type IL: virus hémagglutinant mais non infectant pour Poeul 
(réalisé expérimentalement par Henle [5] par exposition aux 
UR. ys 

Type HL: virus hémagglutinant, infectant pour l’ceuf, mais non 
pour la souris ; 

Type IV: virus hémageglutinant, infectant pour l’ceuf et pour 
la souris. 

Le passage immédiat de ce liquide sur Vooul permettait 
(obtenir une culture de virus sur des ceufs inoculés avec une 
dilution de 10-1. Les titres du virus des hquides allantoidiens 
récoltés sur les ceufs apres inoculation avec des dilutions 
variables élaient en général situés entre 1/1 280 et 1/2 560. 

Les liquides de passage des ceufs inoculés avee une dilution 
& 10—-* ne tuaient pas la souris. 

Apres deux mois de stockage «a — 20° le méme liquide infec- 
tait encore l’ceuf & une dilution de 10—™: le taux d’hémaggluti- 
nation des liquides de passage était plus élevé (1/5 120) et le 
liquide de passage d’ceufs inoculés avec une dilution de 10~™ 
~fuait la souris. 

Aprés quatre mois de stockage a -—20° le méme liquide 
n’infectait plus l’ceuf qu’a une dilution de 10—*, mais le taux 
dhémagelutination du liquide de passage pour cette dilution 
était toujours de 1/5 120 et ce méme liquide tuait la souris. 

On sait que le stockage 4 — 20° ne permet pas une conserva- 
tion éternelle du virus grippal, nous pensons done avoir assisté 
A’ une élimination progressive des parlicules de virus. Lors du 
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passage immeédiat, % virus du type II génait le développement 
du virus du tye IL, ce qui se traduisait par un taux variable des 
laux a hémid gg tatinalagt des liquides de passage (de 1/1 280 

1/2560); le virus du type HI masquait le virus du type IV, 
ce qui se traduisait par la non-infectiosité du liquide récolté pour 
la souris. 

Lors du passage apres deux mois & — 20°, les virus des types I] 
et III étaient ou disparus ou ramenés au type I. Le virus du 
type IV se développait done librement sans concurrence, sans 
phénomeéne d’interférence et les liquides de passage des ceufs, 
méme aux plus grandes dilutions, présentaient a la fois un titre 
hémagglulinant élevé et une virulence certaine pour la souris. 

Lors du passage aprés quatre mois de stockage 4 — 20° le 
virus du type IV luiméme commeneait a disparaitre. Les résul- 
lais (laient identiques A ceux de la précédente expérience, mais 
Vinfectiosité pour l’ceuf du liquide d’origine disparaissait au dela 
de la dilution 10—°, 

Nous rappelons assez en détail cette expérience, car elle nous 
a servi de fil conducteur quand nous tentions de comprendre Ices 
conséquences de Ja dispersion de Ja virulence au cours de la 
préparation et de Vutilisation du vacein 17 D. 

En effet, si une suspension vaccinale est homogéne dés sa 
préparation, c’est-a-dire ne présente pas de dispersion de la viru- 
lence, les agents physiques (lyophilisation, conservation a basse 
température, réhydratation, conservation du vaccin réhydraté 
pendant le temps d'utilisation) feront baisser de facon identique 
Ja virulence de chacune de ces particules. \ tous les stades, le 
vaccin restera done homogéne, on pourra done J’utiliser sans 
crainte méme dans de mauvaises conditions d’emploi ou de 
conservation, il risque, au pire, de perdre son pouvoir immu- 
nisant. 

La virulence moyenne des particules d'une telle suspension 
sera facilement déterminée dans sa qualité (recherche du neuro- 
tropisme, du viscérotropisme) ainsi que dans sa quantité (titre 
de ce vaccin). 

Si_une suspension vaccinale présente dés sa préparation une 
rirulence « dispersée », les agents physiques ne modificront pas 
de facon égale toutes les particules virulentes. Un tel vacein 
semblera changer constamment de proprié¢tés et les résultats des 
essais de détermination de Ja virulence movenne n’auront fina- 
lement pas grande valeur, aussi bien ceux qui concernent 2 
recherche de la qualité de cette virulence moyenne (neurotropisme 
el viscérotropisme) que ceux qui concernent la recherche de la 
densité des particules virulentes (titrage). 

_ Aussi Be suspension vaccinale répondant aux normes établics, 
st on s’en référe A un seul examen sur l’animal. pourra ultérieu- 
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rement, lors de son utilisation, é¢tre tellement modifiée que l’on 
constatera des incidents post-vaccinaux qui paraitront incom- 
préhensibles, d’autant plus incompréhensibles d’ailleurs qu’on ne 
pourra méme pas prévoir la fréquence de leur apparition, cette 
lréquence étant le résultat de deux variables, vaccin qui se 
modifie constamment et sensibilité individuelle des sujets a vac- 
ciner, On constatera cependant ces incidents post-vaccinaux et on 
constatera parallélement un pourcentage élevé d’échees d’immu- 
nisation, conséquence logique que nous avons expliquée par 
ailleurs [6]. 

De tels incidents de vaccination, sans gravité en général avec 
un virus de faible virulence pour Vhomme comme le virus 17 D, 
pourront étre beaucoup plus graves avec des virus plus patho- 
genes pour Vhomme. Comme on peut prévoir ces incidents, donc 
les éviter, il nous semble indispensable de mesurer cette disper- 
sion de Ja virulence dés la préparation de la suspension virulente. 
Ou déterminera ainsi de bons lots de vaccin qu’on utilisera sans 
erainle (& condition toulefois d’éviter la vaccination de sujets 
hypersensibles & une souche virulente méme trés atténuée, ce qui 
se produit, a notre avis, chez certains nourrissons ayec du 
virus 17 D) [7] et de mauvais lots de vaccin quil faudra rejeter. 


B. COMMENT DETECTER LA DISPERSION DE LA VIRULENCE ). — 
Pour le virus amaril, le probleme est simplifié du fait que 
Vanimal d’étude est Ja souris blanche (animal peu onéreux) 
inoculée par vole intracérébrale. Si lon prend des souris de 
sensibilité équivalente (méme race, méme élevage, méme Age) on 
peut estimer que la réaction 4 inoculum de chacun des animaux 
sera le reflet de la composition de cet inoculum. C’est-a-dire que 
18 souris par exemple, inoculées avec une certaine dilution d7un 
méme virus réagiront de facon égale si la suspension est homo- 
gene, de fagon d’autant plus inégale que la suspension est hété- 
rogéne. Si lon change la dilution de Vinoculum, les résultats 
seront toujours aussi comparables avec un virus homogéne, ct 
toujours aussi variables avec une suspension de virulence dis- 
persée. On voit, en effet, que des souris inoculées avec un tel virus 
réagissent de facon fort inégale : un certain pourcentage meurt 
trés vite, d’autres restent longtemps paralysées et ne mourront 
pas, d’autres survivent sans présenter de phénoménes patholo- 
giques et les pourcentages respectifs de ces réactions différentes 
ne sont pas en relation étroite avee la dilution de Vinoculum [7]. 

Cette variabilité des résullats obtenus, que Fox avait déja 
observée [8], est facilement appréciée par la lecture des cartes 
sur lesquelles sont reportés les résultats de Vexamen quotidien 
des souris. 

On peut chiffrer cette dispersion des résultats, mais tout chiffre 
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en ce domaine élant ¢tabli par des calculs statistiques donnera 
une indication moins précise que la lecture directe des cartes qui 
met en valeur des éléments plus complexes (parésie, paralysie, 
mort, survie, avec le temps différent de chacun de ces états). 

Les deux moyens pratiques que nous avons trouvés sont, d’une 
part, l’étude des courbes de virulence établies suivant la tech- 
nique de Sven Gard {9}; d’autre part, les variations de la dose 
létale par rapport a la dose infectante minimum, avant et apres 
lyophilisation. 

a) Une courbe de virulence faile avec 18 souris par dilution est 
tracée pour chacun des lots avant et aprés lyophilisation : toute 
variation dans ces courbes indique une dispersion plus ou moins 
aecusée de la virulence. Ces 18 souris sont réparties en trois 
bocaux de 6 souris, examinées chaque jour, et une carte sur 
laquelle sont consignés les résultats de cet examen quotidien 
correspond a chacun de ces bocaux. On peut done ¢tablir éga- 
eee trois out de virulence, chaque point étant calculé sur 
6 souris seulement, et les variations de ces trois courbes, par 
rapport a la courbe moyenne établie avec les lots de 18 souris, 
donnent des renseignements assez significatifs sur la dispersion 
de la virulence. 

b) L’inoculation des souris déterminera la mort d’un certain 
nombre de ces animaux et le ttrage pour la détermination de 
la DL;, sera fait par la méthode de Reed et Muench [40]. Si on 
réinocule les souris survivantes avec un virus plus actif (souche 
de Dakar), on connaitra le pourcentage de souris survivantes 
immunisées par la premiére inoculation: on aura ainsi une 
deuxiéme valeur, la dose infectante minima (D.I.M.). Plus la 
différence est élevée entre la DL,, et la D. I. M., plus la disper- 
sion du virus est accusée. On comparera ensuite les valeurs 
D.I.M. et DL,;, aprés un premier choc physique, c’est-a-dire 
la lyophilisation. Dans le cas d’un virus dispersé, cet écart D.I. M., 
DL,, va, ou rester égal, ou augmenter alors qu'il restera faible 
dans le cas d’un virus homogene [7]. 

Nous rappelons qu’en pratique, sur du virus 17 D étudié ainsi, 
si les résultats obtenus sur souris avec ces méthodes restent homo- 
génes, le vaccin utilisé ne donne pratiquement aucune réaction et 
immunisation des vaccinés est excellente, tant pour le pouvoir 
protecteur de chaque vacciné que pour le pourcentage d’immu- 
nisation. 

Plus les résultats donnés par ces méthodes indiquent une dis- 


persion de la virulence, plus les résultats de vaccination humaine 
sont irréguliers. 


C. COMMENT EVITER LA DISPERSION DE LA VIRULENCE. — Dans 
toute culture de germes pathogénes sur milieu arlificiel, on tient 
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comple de la qualité du milieu, du nombre de germes ense- 
mencés, du temps de culture des germes par rapport a la tempé- 
rature, Une modification quelconque de lune de ces données 
devra ¢tre compensée immédiatement par la modification d’au 
moins un autre des facteurs. 

Dans le cas de culture de virus filtrable pratiquée en milieu 
vivant, les données restent les mémes, compliquées cependant du 
fait de la qualité plus variable du milieu et des interactions obli- 
gatoires du milieu et du virus. Chacun des éléments sera déter- 
miné globalement et la mise au point étant faite, aucun des fac- 
teurs ne devra plus étre modifié au cours des cultures ultérieures. 

1° Semence. — Celle-ci doit étre homogéne et rester constante 
pour chacune des cultures successives. Il nous semble que !a 
semence la plus constante a été réalisée par Burruss a Hamilton 
(Montana), qui conservait ses ampoules de seed-lot secondaire non 
desséché & — 60° (1). La dispersion physique de cette semence 
est parfaite et immeédiate, elle nia pas subi le choc physique de 
la lyophilisation. Son seul désagrément est qu’il semble que sa 
conservation & — 60° ne soit pas indéfinie [7]. Nous utilisons 
cependant toujours actuellement la semence AB 1017 que cet 
expérimentateur a préparée en 1950, mais nous pensons qu’clle 
atteint maintenant sa limite d’utilisation. 

2° Milieu de culture et température de la culture. — La culture 
étant réalisée en ceuf embryonné, nous avons démontré limpor- 
tance capitale de la température des incubateurs, non seulement 
aprés Vinoculation, mais encore avant l’inoculation [7]. La date 
de la récolte restant la méme, nous avons constaté qu’avec fa 
semence que nous utilisons actuellement, le temps de culture 
restant constant (quatre jours), les incubateurs devront  rester 
constamment a la température de 37°5, la température de la piéce 
étant d’environ 20° C. Dés que cette température varie, les 
résultats deviennent inconstants. 

Naturellement, chaque ceuf est inoculé avec une quantité iden- 
tique de semence. 

3° Apres la récolte du virus. — I faut évidemment s’attacher 
j conserver au maximum, aux particules virulentes en suspension 
dans le vaccin, leurs qualités d’origine. 

Pour le virus 17D il faudra done veiller, au cours des mani- 
pula'ions ultéricures, & congeler et décongeler trés rapidement 
le vaccin avant dessiccation, obtenir aprés lyophilisation un 
vaccin trés sec et cependant facile a réhydrater (nous avons 


(1) Nous préparons actuellement, en vue des tests de séroprotec- 
tion [6], une semence de virus de Dakar non lyophilisée et stockée 
4 — 60° pour tenter de réduire la dispersion physique et biologique 
de cette suspension lors de son utilisation ultérieure. 
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indiqué plus haut la technique que nous utilisons), enfin réduire 
les actions enzymatiques sur le produit terminé en conservaut 
ce produit terminé a une température suffisamment basse. 


CONCLUSION. 


Il est évident que Vhomogénéité d’une suspension virulente 
doit étre une de ses qualités essentielles, cette homogénéité 
comprenant aussi bien la dispersion physique des particules viru- 
lentes que le degré de virulence de chacune de ces particules 
(dispersion de la virulence). Il apparait qu’en pralique cette 
qualité n’est ni tellement facile & obtenir ou a conserver au cours 
de manipulations successives, ni tellement aisée a détecter au 
laboratoire. 

Cependant, celte notion d’homogénéité est capitale, car une 
suspension homogéne conservera cette propriété pendant toute 
la durée de la vie de ses particules virulentes et ne deviendra 
done dangereuse 4 aucun moment de son utilisation, méme si on 
l'emploie dans des conditions incorrectes. 

Une suspension non homogéne par contre sera et restera essen- 
liellement variable, aussi bien dans son pouvoir infectant que 
dans son pouvoir immunisant, et son utilisation en vaccination 
humaine pourra devenir dangereuse, d’autant plus que les actions 
physiques successives lui auront fait perdre certaines de ses qua- 
lités globales d'origine. 

IL est donc essentiel de conserver, au cours des manipulations 
successives, une parfaite dispersion physique des particules viru- 
lentes et ceci est réalisable par la perfection de la lyophilisation 
pour les suspensions virulentes conservées a l'état sec. 

Il est essenticl aussi de distinguer dés lorigine les « bons lots 
de vaccin » des « mauvais lots », en titrant par expérimentation 
sur des animaux de sensibilité égale cette dispersion de la viru- 
lence. Pour l’expérimentation au laboratoire également, seuls les 
lots homogénes devront étre gardés si l’on veut pouvoir inter- 
préter de facon suffisamment précise les résultats de l’expéri- 
mentation ultéricure réalisée avec de telles suspensions virulentes. 


SUMMARY 


TloMoGENEITY, ESSENTIAL PROPERTY OF VIRULENT SUSPENSIONS. 


Study of virulent suspensions from the point of view of 
physical dispersion of the particles and of biological dispersion 
(virulence dispersion). This study is especially easy with the 
anti-amaril vaccine, strain 17 D, from the Rockefeller Foundation. 
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Directions are given on the freeze-drying technique of this 
vaccine, on the methods recommended to measure the virulence 
dispersion and on the precautions necessary to avoid too much 
dispersion of the virulence. 
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LA SENSIBILITE DU BACILLE PYOCYANIQUE 
AUX 
AGENTS ANTI-BACTERIENS D'UTILISATION CLINIQUE 


DEUXIEME PARTIE 


par G. ANDRIEU, J. MONNIER et R. BOURSE (*) 
[avec l’assistance technique de M'* J. ONFRAY]. 


(institut de Bactériologie el d’ Hygiene 
de la Faculté de Médecine de Toulouse) 


Activité des associations antibiotiques 
contre le bacille pyocyanique. 


L’insensibilité fréquente du bacille pyocyanique aux antibio- 
tiques dont nous disposons 4 ce jour explique la nécessité, dans 
l’attente de la découverte d’agents moins toxiques que la poly- 
myxine, d’essayer de combattre ce germe par une ube 
adéquate d’antibiotiques. 

Une telle association doit autant que possible posséder une 
activité bactéricide, afin de pallier la déficience des défenses de 
Vorganisme qui est de régle dans les infections graves 4 Pseudo- 
monas, Elle doit également empécher, ou tout au moins retarder, 
apparition d’une résistance acquise & lun ou autre des anti- 
biotiques qui la composent, voire méme a des anlibiotiques appa- 
rentés sur le plan de la résistance croisée. 

Il nous a done paru utile de rechercher in vitro les associations 
les plus intéressantes contre le bacille pyocyanique, par deux 
méthodes permettant d’étudier ces deux caractéristiques : 

1° Le test bactéricide de Chabbert ; 

2° L’acquisition in vilro de la résistance aux associations d’anti- 
biotiques. 


A. — ACTION BACTERICIDE DE QUELQUES ASSOCIATIONS 
SUR LE BACILLE PYOCYANIQUE. 
MATERIEL ET METHODES. 


Les tests bactéricides ont été effectués sur quelques souches seule- 
ment de bacille pyocyanique, choisies parmi celles qui se sont mon- 
trées les plus sensibles aux antibiotiques isolés. 


(*) Manuscrit recu le 17 octobre 1956. 
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Les antibiotiques utilisés ont été choisis en tenant compte de leur 
activité isolée. Nous avons associé deux a deux les antibiotiques qui 
se sont montrés les plus actifs. Douze associations binaires différentes 
ont été ainsi réalisées. 

La technique utilisée est basée sur celle, mise au point par 
Chabbert [4, 42] pour 1]’étude de lactivité bactéricide des associations 
antibiotiques. Pour chaque antibiotique, cinq concentrations crois- 
santes, prises au voisinage de la C.M.I. pour la souche étudiée, ont 
été choisies. L’étude du pouvoir bactéricide a été effectuée simulta- 
nément, pour chaque germe, sur chaque concentration d’antibiotique 
employé seul, et sur la combinaison de chaque concentration d’un 
antibiotique & toutes les concentrations de l’autre. 


{ESULTATS. 


Les associations étudiées dans les conditions décrites pré- 
sentent, vis-a-vis des souches de bacille pyocyanique choisies, 
une activité différente suivant leur nature. Chaque association 
donne pour toutes les souches étudiées des résultats suffisamment 
concordants pour que lon puisse la classer comme association 
synergique, indifférente ou antagoniste. 

Les associations qui se montrent netlement synergiques sont les 
associations polymyxine-tétracycline et polymyxine-terramycine. 
Cette dernicre association, déja notée par d’autres auteurs comme 
synergique envers le bacille pyocyanique (Vacca [48]), fait entre- 
voir des applications cliniques intéressantes. 

On peut classer dans la catégorie des associations faiblement 
synergiques ou indifférentes, les associations de la streptomycine 
a la polymyxine, la néomycine et la terramycine. Les associations 
streptomycinetétracycline et polymyxine-néomycine sont moins 
actives et souvent indifférentes. 

Quelques associations, enfin, présentent a certaies concentra- 
tions un effet antagoniste assez net: c’est le cas de Vassociation 
lerramycine-néomycine et de toutes les associations réalisées avec 
la framycétine, soit les associations de ce dernier antibiotique 
a la polymyxine, la terramycine, la tétracycline ou la_strepto- 
mycine. Ces derniéres associations donnent surtout des résultats 
irréguliers suivant les concentrations réalisées, cerlaines parais- 
sant faiblement synergiques, tandis que d’autres sont manifes- 
tement antagonistes sans que l’on puisse établir de régle. 

De toute facon, les résultats obtenus ne doivent pas étre consi- 
dérés comme transposables sur l’ensemble des souches de bacille 
pyocyanique, car il existe des variations d’activité des associa- 
tions, suivant la souche considérée, variations toujours faibles, 
mais suffisantes pour faire classer une association comme syner- 
gique sur une souche et comme indifférente sur une autre. La 
plus grande prudence doit done étre observée dans la transposi- 
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lion de ces résultats en clinique d’une fagon systématique : 
« Seule, comme le soulignent Martin et coll. {48}, Pétude directe 
au laboratoire clinique de chaque cas particulier est susceptible 
de donner des résultats valables ». 


B. -— R&sIsTANCE ACQUISE in vilro DU BACILLE PYOCYANIQUE 
AUX ASSOCIATIONS ANTIBIOTIQUES. 


MATERIEL Et METHODES. 


L’étude du développement in vitro de la résistance du bacille pyocya- 
nique aux antibiotiques isolés et 4 leurs associations binaires a été 
réalisée par la technique des transferts en milieu liquide (Andrieu et 
coll. [4]). 

Le choix des souches a été effectué sur la méme base que celui des 
tests bactéricides, et a porté essentiellement sur les souches déja sélec- 
tionnées par ces derniers tests. 

Seules ont été éltudiées les associations : 

De la polymyxine a la streplomycine, la néomycine, la terramycine 
et la tétracycline ; 

De Ja streptomycine A la néomycine, la framycéline, la terramycine 
et la tétracycline ; 

De la framycétine A la terramycine et la tétracycline ; 

De Ja néomycine a la terramycine. 

Pour chaque association réalisée, la souche étudiée a élé rendue 
résistante simultanément & chaque antibiotique isolé et Aa leur asso- 
ciation. Au terme de 10 transferts, la sensibilité des variants résistants 
a’ chaque antibiotique isolé a été déterminée pour Vautre antibiotique ; 
de méme, la sensibilité du variant résistant 4 l’association a été déter- 
minée séparément pour chaque antibiotique qui la composait. 


R&SULTATS. 


Avant de détailler les résultats obtenus, il nous parait utile de 
souligner que l'étude de la résistance acquise in vilro telle que 
nous l’avons réalisée, explore le comportement d’une population 
bactérienne relativement peu dense : il en résulte une émergence 
assez lente de résistants beaucoup moins spectaculaire que celle 
obtenue avec d'autres méthodes, telles que la technique de 
Demerec, qui permettent une sélection rapide de germes haute- 
ment résistants dans une population bactérienne dense. Cepen- 
dant, la technique d’étude que nous avons choisie présente A nos 
yeux l’avantage de mieux explorer le comportement global de 
ensemble des germes issus d’une méme souche. I] est probable 
que les résultats ainsi obtenus sont moins éloignés de ce qui se 
produit réellement in vivo. 


Concentration minimum inhibitrice (mcg/ml) 


AGENTS ANTI-BACTERIENS ET B. PYOCYANIQUE 


t 
or 


1° RESISTANCE ACOQUISE DU BACILLE PYOCYANIQUE 
AUX ANTIBIOTIOQUES ISOLIS. 


La figure 1 illustre, sur une méme souche de bacille pyocya- 
nique, le mode d’acquisition de la résistance aux antibioltiques 
les plus actifs contre ce germe. I] existe, en effet, suivant Vanti- 


0 2. 4 6 8 10 


Nombre de transferts 


Fic. |. — Résistance directe aux antibiotiques isolés (Ps, aeruginosa + souche 6) 
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biotique utilisé, des différences assez netles portant sur le mode 
et le taux de la résistance directe, et sur l’existence ou non de 
résistance croisée a d’autres antibiotiques. 


ad) Mope ET TAUX DE RESISTANCE DrRECTE. — Ils sont tres diffé- 
rents suivant les antibiotiques envisagés : 
Groupe. streptomycine-néomycine-framyceéline. — La résistance 


acquise a la streptomycine se produit, sur les souches de bacille 
pyocvanique étudiées, de facon comparable a celle qui apparait 
avec les autres bactéries Gram négatives : elle est trés rapide, 
survenant de facon brutale aprés 3 a 5 transferts. Elle atleint 
toujours des taux tres élevés. 

La résistance directe 4 la néomycine est plus lente et s’établit 
de maniére plus progressive. Elle reste dans un taux mesurable 
apres 10 transferts. 

‘La résistance directe a la framycéline se produit d’une facon 
intermédiaire a celle de ses deux apparentés : elle est d’appari- 
tion plus rapide que la néomycino-résistance, mais n/’atteint 
qu’inconstamment des taux trés élevés. Elle reste le plus souvent 
de taux inférieur a celui de la streptomycino-résistance. 

Groupe des tétracyclines. — Comme avec le groupe précédent, 
il n’existe aucune différence entre le bacille pyocyanique et les 
autres micro-organismes, en ce qui concerne le mode et le taux 
de la résistance acquise aux tétracyclines. Elle est lente, se pro- 
duit par paliers et demeure toujours de taux faible. Certaines 
souches méme n’ont encore acquis, aprés dix passages en série, 
aucune résistance a la terramycine. 

Polymyzxine. — Le bacille pyocyanique devient in vitro diffi- 
cilement résistant & cet antibiotique : les taux que nous avons 
obtenus sont trop faibles pour étre considérés comme les témoins 
@une résistance directe. Une seule souche a acquis une résis- 
tance modérée a cet antibiotique : elle est de méme type que la 
résistance a la terramycine. 


b) Résistance croiske. — Les variants résistants & chaque anti- 
biolique ont été testés aprés dix passages vis-a-vis de l’antibio- 
lique destiné par ailleurs 4 lui étre associé. Par comparaison 
avec la sensibilité des souches avant tout transfert, nous n’avons 
observé aucune résistance croisée entre : 

a) Polymyxine et néomycine. Une seule souche sur quatre est 
devenue légérement résistante 4 la néomycine aprés résistance 


acquise 4 la polymyxine. Mais le variant néomycino-résistant de _ 


la méme souche a conservé intacte sa sensibilité initiale A la poly- 
myxine ; 

b) Framycéline et terramycine ou tétracycline ; 

c) Néomycine et terramycine ou tétracycline ; 
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d) Streptomycine et terramycine ou tétracycline. Nous avons 
au contraire noté une légére augmentation de la sensibilité A la 
tétracycline des variants streptomycino-résistants, fait quia déja 
été noté par NKaipainen {40}. 

Par contre, il existe constamment une résistance croisée trés 
nette entre néomycine et framycétine, de méme qu’entre ces deux 
anlibioliques et la streptomycine, quoique de taux moins élevé. 


2° RESISTANCE DU BACILLE PYOCYANIQUE 
AUX ASSOCIATIONS ANTIBIOTIQUES. 
‘Les courbes des figures 2 et 3 et les tableaux I et II illustrent 
quelques exemples des différents aspects que peut revétir la résis- 
tance du bacille pyocyanique aux associations antibiotiques. 


Ps. aeruginosa (Souche 3) id 
———S— YW 
800 se 6400 


Tétracycline (mcg/ml) 
Streptomycine (mcq/ml) 


0 2 4 6 8 10 


Nombre de transferts 


Fic. 2. — Association streptomycine-tétracycline. Mode d’acquisition de la résistance : 


S, résistance acquise A la streptomycine. — Tr, résistance acquise 4 la tétracycline, — 
STr, résistance acquise 4 lassociation. 


a) MobE ET TAUX DE RESISTANCE DIRECTE AUX ASSOCIATIONS. — 
L’étude de l’acquisition de la résistance directe du bacille pyo- 
cyanique aux associations antibioliques permet de dégager un 
fait constant et de grand intérét. En effet, quelle que soit Vasso- 
ciation réalisée, la résistance n’atteint que des taux trés bas ou 
apparait tres lentement, par paliers : nous n’avons jamais observé 
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de résistance du type streptomycine, méme avec les associations 
qui paraissent les plus défavorables. 

Un autre fait qui ressort de cette étude est la relation qui parait 
exister entre le taux de résistance directe & un antibiotique ct 
le taux de résistance acquise vis-a-vis de l’association dont 31 
fait partie. 


Tasteau J. — Taux de résistance : Le taux de résistance est le 

rapport de la C.M.I. du variant résistant a celle de la culture 

témoin. Tr 10: Variant résistant a la tétracycline. — S 10: 

Variant résistant a la  streptomycine. — STr 10 : Variant 
résistant a l’association. 


ANTIBIOTIQUE 
Ps. aeruginosa 
(Souche 3) 


Streptomycine 
Tétracycline | Streptomycine + 
Tétracycline 
oe BC Oe 


Variant 


résistant 


(+) Le taux réel de résistance peut étre supérieur au taux indiqué, car la 
bactériostase du variant n’a pu étre réalisée par la plus haute concentration 
antibiotique utilisée. 


Ainsi, l'association de deux antibiotiques, déterminant chacun 
de leur cdlé, lorsqwils sont utilsés séparément, une résistance 
modérée ou nulle, n’entraine par son utilisation Vacquisition 
d’aucune résistance directe aprés dix passages en série. C'est 
le cas des associations de la polymyxine a la terramycine ou a la 
tétracycline. 

L’usage de l'association de deux antibioliques, dont l'un des 
deux entraine isolément l’apparition d’une résistance de taux 
élevé, ne provoque que rarement une résistance directe modérée 
du germe qui est soumis 4 son action. Les associations qui 
répondent a cette catégorie sont celles qui sont réalisées avec 
polymyxine, terramycine ou tétracycline d'une part, streptomy- 
cine, framycétine ou néomycine d’autre part. C’est ainsi que, sur 
24 exemples d’ associations de ce type, réalisés sur quatre souches 
différentes, nous n’avons noté que deux fois l’apparition d’une 
résistance modérée a l'association. Ce sont la, a notre avis, les 
plus intéressantes ; leur utilisation aboutit en effet au but pour- 
suivi, celui de retarder, du moins en apparence, la résistance du 
germe aux antibiotiques qui les composent. 
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0 2 4 6 8 10 
Nombre de trcnsferts 
Fic. 3. — Association streptomycine-néomycine. Mode d’acquisition de la résistance : 
S, résistance acquise a la streptomycine. — N, résistance acquise A la néomycine. — 


SN, résistance acquise a Vassociation. 


Tasteau Il. — Taux de résistance : Le taux de résistance est le 

rapport de la CG. M. I. du variant résistant 4 celle de la cultur2 

témoin. F 10: Variant résistant a la framycétine. — N 10: 

Variant résistant a la streptomycine. — NS 10: Variant résistant 
a l'association. 


ANTIBIOTIQUE 


Ps. aeruginosa Streptomycine 


(Souche 6) + 


tant 


E 
a 
> 


résis 


‘ 


(+) Le taux réel de résistance peut étre supérieur au taux indiqué, car la 
bactériostase du variant n’a pu étre réalisée par la plus haute concentration 
antibiotique utilisée. 
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L’association de deux antibiotiques qui déterminent chacun 
Vapparition d’une résistance notable entraine de méme l’appari- 
lion d’une résistance élevée, quoique de taux inférieur a celui 
atteint avec chaque antibiotique pris. séparément. Ces associa- 
lions sont réalisées avec la streplomycine d’une part, la neomy- 
cine ou la framycétine de l'autre. 

Il semble donc que, sur les souches étudiées, toutes les asso- 
ciations réalisées retardent chez le bacille pyocyanique, Vacqui- 
sition in vitro de la résistance aux antibiotiques qui les cons- 
tituent. Les discussions qui vont suivre infirment en partie cette 
conclusion. 


b) VARIATIONS DE LA SENSIBILITE D'UNE SOUCHE A UN ANTIBIOTIQUE 
APRES EXPOSITION A UNE ASSOCIATION DONT IL FAIT PARTIE. — Pour 
essayer de préciser si le retard noté dans Papparition de la résis- 
lance aprés usage de l’association est réparti de facon égale sur 
chaque antibiotique du couple, nous avons étudié le degré de 
sensibilité du germe a chaque antibiotique isolé, aprés 10 trans- 
ferts en présence de leur association. Les résultats de cette étude 
établissent le rédle important que joue le taux de résistance 
a Vassociation, atteint par la souche étudiée. 

Les associations dont l’usage n’entraine l’apparition d’aucune 
résistance directe significative ne modifient que légérement, apres 
10 twansferts, la sensibilité du germe étudié aux antibioliques qui 
les composent. Le taux de résistance 4 chaque antibiotique appa- 
rait cependant en général plus élevé que ne laissait penser !a 
sensibilité & Passociation. Sur 22 cas d’associations de ce genre, 
le rapport entre les C.M.I. des deux antibiotiques associés, 
arbitrairement fixé & 1 au début des transferts, est : 

Conservé dans 10 cas, 

Modifié dans 12 cas; le taux de résistance le plus élevé est 
alors plus souvent obtenu avec Vantibiotique qui entraine la résis- 
tance acquise la plus élevée, quand il est employé seul (8 cas 
Sur lc) 

Les associations dont Vusage entraine une résistance directe 
manifeste, mais modérée (2 cas), font apparaitre aprés 10 trans- 
ferts, en leur présence, une résistance directe élevée a chaque 
antibiotique pris séparément, de taux parfois supérieur a celui 
que realise le méme antibiotique quand il est employé seul. 

Ces résultats permettent de penser que l’usage d’une associa- 
lion n’est bénéfique, sur le plan de la résistance, que dans la 
mesure oti il n’entraine l’apparition d’aucune résistance : il suffit, 
en effet, d’un taux de résistance acquise méme modéré, pour 
laisser apparailre l’émergence de variants hautement résistants 
a chaque antibiotique du couple. Cette émergence demeure tou- 
tefois masquée tant que usage de Vassociation est poursuivi. 
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Les germes soumis a l’action des associations dantibioliques 
apparentés sur le plan de la résistance croisée, et qui, de plus, 
déterminent isolément l’apparition d’un taux de résistance directe 
clevée, aboutissent dans tous les cas & une résistance également 
és élevée a chacun de ces antibioliques. Le taux de résistance 
conslaté est souvent supérieur a celui obtenu avec l’association. 
De plus, il existe une résistance croisée marquée, entre |’ asso- 
ciation des deux antibiotiques apparentés et un troisiéme antibio- 
lique du méme groupe. C’est ainsi que les germes devenus résis- 
tants a Vassociation néomycine-streptomycine deviennent de ce 
fait résistants a la framycétine (fig. 3). De méme les germes 
devenus résistants a Vassociation framycétine-streptomycine 
deviennent résistants a la néomycine. Le bénéfice d’une  telle 
association semble dés lors contestable. 


En résumé, Vefficacité lointaine d’une association  utilisée 
contre le bacille pyocyanique apparait done conditionnée par : 

a) Le taux de résistance acquise 4a chacun des constituants ; 

b) L’existence éventuelle d’une résistance croisée entre ces 
conslituants. 

Il semble done indispensable, lorsqu’on désire réaliser une 
association binaire d’antibiotiques, de tenir compte de ces élé- 
ments et en particulier : 

a) De n’associer que des antibiotiques classés dans des groupes 
différents au point de vue de la résistance croisée ; 

b) D’associer de préférence des antibiotiques n’entrainant 
aucune résistance directe ou qu'une résistance modérée 

Lorsque Ja détermination de la sensibilité d’une souche de 
bacille pyocyanique montre que Vantibiotique le plus actif fait 
partie du groupe streptomycine-néomycine-framycétine, ce qui 
est assez fréquent, il semble préférable, plutot que de Vutiliser 
seul, de l’associer & un antibiotique d’un groupe différent et 
nentrainant par lui-méme qu’une résistance modérée ou nulle. 
On peut ainsi légitimement espérer retarder Vapparition de la 
résistance au premier antibiotique de Vassociation. Cela demeure 
valable, & notre avis, méme si la sensibilité du germe au deuxieme 
antibiolique de Vassociation réalisée est inféricure a celle notée 
avec les trois aulres agents. 


CONCLUSIONS. 


L’étude in vitro de la sensibilité de 46 souches de bacille pyo- 
cyanique récemment isolées de malades, aux antibiotiques et aux 
sulfamides, nous a conduits a classer ces agents en trois caté- 


gories : 
1° Agents réguligrement actifs. — Seule parmi les agents anli- 
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bactériens étudiés, la polymyxine B se montre constamment 
active : aucune souche de bacille pyocyanique correctement testéc 
ne peul ¢tre considérée in vilro comme insensible a cet antibio- 
tique (Sherwood). Malheureusement, les propriétés neuro- ct 
néphrotoxiques de cet antibiolique doivent en limiter considéra- 
blement usage en clinique. 

Agents inconstamment actifs. — Cette catégorie comprend, 
par ordre d’activité : 

a) Néomycine et framycétine: leur activilé est cependant 
appréciée différemment selon la méthode utilisée. 

b) Terramycine ct tétracycline : elles ont une activité trés voi- 
sine de celle des antibiotiques précédents, la tétracycline parais- 
sant in vifro un peu moins active que Voxytétracycline ; 

c) Streptomycine : 25 p. 100 de nos souches seulement peuvent 
stre considérées comme sensibles a cet antibiotique, dont l’action 
parait s’accompagner de modifications rapides de la sensibilité 
du germe, ainsi que de variations biochimiques ; 

d) Sulfamides: ils apparaissent in vitro comme des agents 
intéressants surtout lorsqu’on détermine la sensibilité a leur 
action par la methode des disques ; 

e) Auréomycine et chloramphénicol : les souches sensibles A ces 
antibiotiques in vitro sont Vexception. 

3° Agents antibactériens sans activité aux concentrations acces- 
sibles en clinique. — On doit ranger dans cette calégorie la péni- 
cilline, l’érythromycine, la viomycine, la bacitracine et la spira- 
mycine. I] est peu probable que lon rencontre en clinique des 
souches de bacille pyocyanique sensibles 4 ces antibiotiques. 
L’étude de leur activité sur ce germe en laboratoire clinique nous 
parait pratiquement inutile. 

L’étude des associations antibiotiques par deux méthodes qui 
explorent chacune un phénoméne différent montre que, sur 
12 associations étudiées, 6 d’entre elles sont intéressantes a la 
fois par leur effet bactéricide immédiat et le retard dans l’appa- 
rition de la résistance qu’elles sont susceptibles d’entrainer. Ce 
sont les associations : 

a) De la polymyxine a la tétracycline, la terramycine, la strep- 
tomycine et la néomycine ; 
b) De la streptomycine a la terramycine et a la tétracycline. 

Sur Ja base des mémes critéres, ces associations sont manifes- 
tement plus actives que chacun des antibiotiques qui les cons- 
tituent. 

Les progres réalisés dans le domaine de Vantibiothérapie 
paraissent done encore insuffisants pour permettre de juguler 
avec régularité les infections graves 4’ Pseudomonas et le véri- 
table agent antibactérien a la ‘fois réguliérement actif contre ce 
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germe et dénué de toxicité avec une marge de sécurité suffisante 
reste ecneore & découvrir. 


SUMMARY 
SENSITIVITY OF Pseudomonas TO USUAL ANTI-BACTERIAL AGENTS. 


Considering that Pseudomonas infections become more and 
more frequent, the authors have studied the behaviour of this 
germ towards different anti-bacterial agents : antibiotics, sulfo- 
namides and antiseptics. 

The study of Pseudomonas sensitivity to individual anti-bacte- 
rials demonstrates a very marked and regular activity of poly- 
myxin. ‘Terramycin and tetracyclin are less active. The action of 
neomycin and framycetin varies according to the method used. 
The sensitivity to streptomycin shows a peculiar pattern : the 
distribution of the strains following their sensitivity to this anti- 
biotic presents a diphasic curve, which may be explained by the 
clinical use of streptomycin and the high degree of resistance 
that it is able to induce. The oher antibiotics studied : aureo- 
mycin, chloramphenicol, erythromycin, penicillin, bacitracin, vio- 
mycin, carbomycin and spiramycin, have little or no activity. 
Sulfonamides possess a rather marked bacteriostatic action. 

Antibiotic associations have been studied by determining the 
delay that these associations are able to provoke in the appea- 
rance of resistance to these agents. The best associations are 
those of polymyxin with another active antibiotic, with the excep- 
tion of framycetin. The associations streptomycin + terramycin, 
streptomycin + tetracyclin, are also inactive. 

Severe or systemic infection however have a bad prognosis, and 
their treatment is difficult, because of the toxic effect of the mos! 
active antibiotics and the irregular clinical results of the other 
anti-bacterial agents. 
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CONTRIBUTION A L’EPIDEMIOLOGIE DE SH. SOMNE/ 
(. — CARACTERES BIOCHIMIQUES 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN et Danielle PIECHAUD (ee 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service du Dt Dumas) 


Isolé d’un cas grave de dysenterie et décrit par Duval [4] en 
1904, le bacille « de Sonne » est reconnu A cause de ses carac- 
teres particuliers : il acidifie le lactose et le lait tournesolé, 11 
présente une agglutination propre. Il est retrouvé par Kruse [2] 
en_ 1907, Baerthleim [3] en 1912. Sonne [4], en 1915, en étudie 
36 souches : son groupe III. 

Bacille Gram-négatif, immobile, le bacille de Sonne a la pro- 
priété de donner des colonies de morphologies diverses, se rap- 
prochant de deux types principaux : les unes lisses, rondes et 
réguliéres, les autres plates 4 bords irréguhers répondant 4 deux 
phases sérologiques I et II. 


Caractéres biochimiques. Dans Veau peptonée avec indicateur 
mannitol, glucose et arabinose sont acidifiés en vingt-quatre 
heures ; dulcitol, sorbitol, salicine et adonitol ne sont jamais 
fermentés ; 5 hydrates de carbone servent au diagnostic diffé- 
rentiel de cette espéce : lactose, saccharose, maltose, xylose et 
rhamnose. 

Shigella sonnei n’attaque pas toujours le lactose. Braun et 
Weil [5] signalent en 1928 des souches incapables de faire fer- 
menter cet hydrate de carbone ; généralement, les mémes souches 
n’acidifient pas le saccharose. Bergey [6] en signale 2 p. 100 
parmi les souches qu’il a étudicées. 

Orskov et Larsen [7] distinguent quatre formes des colonies 
de Shigella sonnei. Elles different par leur morphologie, leur 
aspect de culture en bouillon, leurs caractéres sérologiques et 
biochimiques (tableau I). 

Tandis que les formes V et M ne font pas fermenter le lactose, 
le xylose, le maltose et le saccharose, les formes B et Bu les 
acidifient. 

Bojlen [8], en 1934, étudie 1032 souches de Shigella sonnet : 
il les divise en quatre types, en se basant sur Ja fermentation 


(*) Manuscrit recu le 30 octobre 1956. 
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T\wivau I. — Fermentation de quatre sucres par les différentes. 
formes de colonies de Sh. sonnei selon Orskov et Larsen. 
we pe eee ; 
ee ye eee 1 


| Les formes |Lactose|Xylose |Maltose |Saccharose 
des colonies | 


du maltose et du xylose. Toutes les souches sont rhamnosc- 
positives en vingt-quatre heures (tableau II). 


Tanre,u I. — Les types biochimiques de Bojlen. | 
| 


Type\ Maltose EES SSE 


b ee + = 
eC + 92 + + 
a + 1-2 + + 


Le type a acidifie le maltose en quarante-huit heures au plus 
tard et n’attaque pas le xylose. 

Le type b n’attaque pas non plus le xylose, mais l’acidification 
du maltose est plus tardive. 

Le type e acidifie le xylose et un peu tardivement le maltose. 

Le type d attaque rapidement le xylose et le maltose. 

Hammarstrém [9], en 1949, ajoute trois types a ce tableau 
(tableau ILI). 


Tasceau Ii}. — Les types biochimiques d’Hammarstrém. 


Le lype e associe lacidification un peu tardive du mallose et 
du rhamnose, sans attaquer le xylose. 
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Le type f, par contre, fait virer le xylose et le maltose, tout 
en acidifiant le rhamnose en vingt-quatre heures. 

Le type g ne fait pas fermenter le xylose, acidifie tardivement 
le rhamnose et le maltose, en quatre jours au plus tard. 


\ECHERCHES PERSONNELLES 


ORIGINE DES soucHES. — De 1949 & 1955, nous avons pu réunir 
137 souches de Shigella sonnet. 

Sur 85 souches isolées en France, 68, soit 80 p. 100, provien- 
nent de Paris et de la région parisienne. Le D* Terrial et le 
D* Goiffon nous ont adressé la plupart des souches. Dix-sepl 
souches ont élé envoyées dans le service du D™ Dumas de 
Valence (1), Caen (2), Annecy (1), Nantes (4), Bordeaux (4), 
Strasbourg (1), Pas-de-Calais «@, Créteil (1) et Lyon (2): 

Presque toutes proviennent de cas sporadiques. Toutefois, nous 
avons quatre contaminations familiales. Trois fois, dans la méme 
famille, deux enfants ont été malades en méme temps, ou a un 
intervalle de huit jours. Dans le quatriéme cas, trois enfants 
étaient contaminés, deux petits jumeaux ensemble, une petite 
sceur ainée dix jours apres. 

Cinquante-deux souches proviennent de la France d’Outre-Mer : 
7 ont élé envoyées par R. Néel en 1949 de Madagascar ; dans 
la méme année, 1 de la Martinique ; 17 d’Hanoi par P. Kirsche 
en 1950; 1 de Saigon par J. Fournier en 1952; 4 de Bamako 
par V. Brumpt en 1958. En 1954, nous avons recu 3 souches 
de Dakar de H. Darrasse, 4 de Brazzaville de Merveille et 9 de 
Bobo-Dioulasso de V. Brumpt. En 1955, 1 souche fut envoyée 
par R. Pfister de Bamako et 4 par H. Darrasse de Dakar. Enfin 
1 souche fut envoyée du Congo belge en 1951. 


CARACTERES BIlocHIMIOUES. — Les différents milicux utilisés 
pour cette étude sont conservés pendant un mois a I’étuve. 

Toutes nos souches sont immobiles. La recherche du pouvoir 
fermentaire a été effectuée en eau peptonée avec du rouge de 
phénol comme indicateur. Toules font fermenter le glucose, 
mannite, arabinose en vingt-quatre heures sans gaz. Duleite, sor- 
bitol, salicine, adonite ne sont pas atlaqués. Elles ne produisent 
pas d’indole, n’hydrolysent pas Vurée et ne liquéfient pas la gélia- 
line. Le citrate de sodium n’est pas utilisé. ‘La recherche de 
Vhydrogéne sulfuré est effectuée sur le milieu au sous-acétate de 
plomb. Quelques-unes de nos souches donnent tardivement (le 
troisitme ou le quatri¢éme jour) une coloration brune le long des 
stries d’ensemencement. Nous considérons ces résultats comme 
négatifs. Le lait tournesolé est acidifié et coagulé par les souches 
qui acidifient le lactose. I] reste neutre ou légerement alcalinisé 
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quand les souches ne font pas fermenter le lactose. La réaction 
a lV'acide phényl-propionique est positive dans 99,3 p. 100 des cas. 

Cinq glucides nous ont servi pour différencier les représentants 
de cette espéce. 

Le lactose et le saccharose étaient ulilisés par cerlaines souches 
plus ou moins vite, pas du tout par d’autres. Dans une note de 
1952 [40] nous avons du reste altiré l’attention sur la fréquence 
des souches lactose et saccharose-négatives en France, caractére 
qui nous semble particuliérement intéressant, car le bacille de 
Sonne est considéré comme fermentant le lactose tardivement. 
Nous avons étudié, en 1952 [44], Vobtention et la fréquence des 
mutants lactose-positifs de Shigella sonnei ; cette dermiére s’éta- 
blit pour 7 souches, entre 1 p. 65 x 10° et moins de 1 p. 3 x 10* 
cellules. Au cours de la culture en eau peptonée lactosée, !a 
proportion augmente pour é¢tre maximum au moment du virage. 
Il est possible que, pour certaines souches, le pourcentage des 
mutants ne soit pas assez élevé pour que la fermentation du 
milieu se produise. 

Nylose ; toutes nos souches lactose-négatives acidifient le xylose 
en vingt-quatre heures. Cette variété biochimique continue a pré- 
dominer en France. Le tableau IV montre les pourcentages 


Tastravu 1V. — France. Pourcentage des souches lactose+ et xylose —, 
et lactose — et xylose+. 

Année Nombre d Souches Souches | 
d'isolement|] Souches Lactose + Lactose - 

1943 Xylose - Xylose + 

a nt te et Se | 
& Nombre % |Nombre % 

955 | 86 16 18,60 70 81,40 


clevés de ces souches en France. Les quelques souches qui ulili- 
sent le lactose et le saccharose sont xylose-négatives. Ham- 
marstrdm [9] signale des souches xylose-positives en Suéde et 
Tee {42] en Angleterre : le premier en trouve 13,8 p. 100 sur 
1 834 souches, le second 5,4 p. 100 sur 812 souches. Les 
51 souches de Shigella sonnei, isolées dans différentes régions 
d’Itahe, étudiées en 1954 par de Blasi et Gabrielli [43], sont 
xylose-négatives. Parmi nos souches provenant de France d’Outre- 
Mer, cing font fermenter le xylose et n’attaquent pas le lactose 
et le saccharose (voir tableau V). 

Les souches de ce type biochimique envoyées d’Afrique noire 
sont isolées des selles de malades européens ; 47 sur 52 souches 
sont typiquement lactose et saccharose-positives plus ou moins 
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tardivement et xylose-négatives. Le pourcentage de ces souches 
atteint le chiffre de 90 p. 100. 

Le maltose est utilisé par toutes nos souches entre vingt-quatre 
heures et onze jours. L’acidification du maltose est un caractére 
assez inconstant. Certaines de nos souches l’attaquent plus vite 
apres avoir été gardées un certain temps au laboratoire. Pour 
d'autres le temps d’acidification ne varie pas. 


Tasteau V. — France d’Outre-Mer. Pourcentage 
des souches lactose+ et xylose —, et lactose — et xylose+. 


ON ATES i a Sete. Cee a oee eed 
Année Nombre de Souches ] Souches 
d'isolement| Souches Lactose + Lactose - 
- 1949 Aylose - Xylose + 
a Nombre % Nombre g 
ISIS | DE 47 DOs soil! SG) 9, oA: 
(1) Les 5 souches lactose — xylose+ sont isolées A partir de selles de malades 


européens. 


Le rhamnose est toujours utilisé, généralement en vingt-quatre 
heures. I] nous semble intéressant de signaler que l’acidification 
tardive du rhamnose (de trois & sept jours) est caractéristique 
pour nos souches de Shigella sonnet provenant de Bamako et 
Bobo-Dioulasso (Afrique Occidentale Francaise). Dans les mémes 
régions les souches de Shigella dysenteriae 2 acidifient tardive- 
ment le rhamnose {14}. Cette fermentation tardive du rhamnose 
dans deux espéces différentes de Shigella, en opposition avec le 
caractére habituel de ces espéces, a forcément retenu notre atten- 
tion. Nous nous demandons s’il existe un facteur local, modifiant 
le métabolisme du rhamnose. 


Tanteau VI. — Les types biochimiques de Szturm-Rubinsten 
et Piéchaud. 


Type Maltose |Rhamnose|Xylose 
biochimique 

i t+ 1-4 = - 

L tb + Pe | - 
Wee ee Pg ae hace 


Nous pensons que la classification des souches en types bio- 
chimiques a un intérét incontestable. Nous avons adopté la clas- 
sification proposée par Bojlen {8}, en ajoutant a ses types biochi- 
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miques et & ceux d’Hammarstrém [9] deux types rencontrés par 
nous. 

Le type biochimique K réunit la non-fermentation du rhamnose 
et du xylose. Le type L n’acidifie pas le xylose et utilise tardi- 
vement le maltose et le rhamnose. 

Le tableau VIL montre la fréquence des types biochimiques en 
France. 


Tistrau VI. — Répartition des types biochimiques de Shigella sonnei 
en France de 1948 a 1955. 
Année Nombre de a 10) c a 
d'isolement}| Souches }-------------$---- 9-9-9999 ra 
Nombre % | % |Nombre % Nombre % 
7 1948 a ak 100 
ere ee Se | eee acre Roe |p EES, 5) (po el | ee hoo ee 
1949 | i 2 28,57 5 71,4 
1950 16 4 25 12 715 
oe iapick ds Fae {__-__-- ff ff ___f ------} ------} ------ 4----- 
1951 8 1 12,50 7 87,5 
ae ees Sa ae ae Tae ATC Haea aes TT ow Se eer oe th ee 
Ugi52 8 al £250 1 12, 50 6 aD 
1953 8 : 1 250 1 oO) 6 15 
1954 27 4 14,81 a} SH) 8 29,62 14 51,8 
aden k = Se ee ae ea 8 
LOSS: ial bf 9,09 2 18), 18 8 One 
eee ee fo el ee ee a a ee ee ee ee ee 
TOTAL 6 15 17,44 1 UeG| et 13,95, 58 67,4 


Le type a se rencontre chaque année. 

Le type b tout & fait exceplonnellement (une souche). 

Le type d est prédominant, 58 souches, soit 67,44 p. 100 du 
total, appartiennent 4 ce type. 

Le type c apparait en 1952, avec une fréquence assez ¢élevée 
en 1954. 

En France d’Outre-Mer (tableau VIII) lew type varie selon la 
région, Nous n’avons pas rencontré de type a a Bamako. Nous 
n’avons trouvé le type b qu’a Hanoi. Nous avons déja signalé 
5 souches du type d isolées en Afrique. L’une d’elles nous a été 
envoyée de Bamako, une autre de Brazzaville et trois de Dakar. 
Toules proviennent d’enfants ou d’adultes européens. Il nous 
semble vraisemblable que ce ne soient pas des souches indigénes 
mais des souches apportées d’Europe. Le type g (acidification 
tardive du rhamnose) est le type le plus fréquent en Afrique 
noire. La seule souche du type k rhamnose-négatif vient de Dakar. 
Le type J qui associe Vacidification tardive du rhamnose et du 
maltose a été trouvé une fois & Hanoi, une fois a Brazzaville et 
une fois & Bobo-Dioulasso. 
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Tasreau VIII. — Répartition des types biochimiques de Sh. sonnei 
en France d’Outre-Mer. 


Origine Année Nombre de au | ro) a | 2 | k | 
des souches| “d"asollement) Souches ees sse==— = eos ee Sema | Nek 
Varin | Nombre; Nombre] Nombre} Nombre] iiombre| Nombre 

a ee eee ee $e eet Ssh a lo sc es te 

Madagascar 1949 7 "if [ t | 
be OE Pa se bl Pee nl cele ily eee PN SC ee Sere eee |e Ma |S are TE | 
Martinique 1949 i 1 | r | ae inte | 
en re Se ee ee ree 
Hanoi ; 1950 ay ES 3 | i Le} 
Pe a Ne nt |e | ee a Cee ee ee ee Me eee 
Congo belge 1951 a aap 
en nn nr nnn nm ne ean — Ne oS Sea LS eee Se eae Poe ee ee aed a oe 
Saigon 1952 1 i | a f | 
a a ee ey eee ee eee ee eee ere Ley ee ee 
Soudan Fr i | [ | i 
Ae Or Ber (als) 1953 4 if 3 | 
Bamako 3 | } 
i ep ee pe oe | 1 ee reat NE ee eee ae ee | eee ee 
NOC IS (en) 1954 4 2 ik ] 
Brazzaville | ' 
EEE hh td ses ue Aise® 08 ete ete ape AO EN Re ray tA Ss 
BOs io 1954 3 1 iL | 
Dakar | ; 
A.0.F. | pee oS agence Here ae @ iv or 
Bobo—Diou- 1954 9 aL ie : 
lasso | | 7 
A.0.F. | me ee. ale he ow | aes it eee ae 
Bamako 1955 1 | 1 
el ee eee eS Ga ce Se a es I Sane pee ee a oe Oa) Be 
A.0.F. | 
Dakar 1955 4 il 2 ne | 
ee See |; Geeee fies ee ete eas a eee 
TOTAL 52 ai } 3 5 13 iu 5 

(1) A. E. F. = Afrique équatoriale francaise. 

A.O. F. = Afrique occidentale frangaise. 
CARACTERES SEROLOGIOUES. — Pour éludier les caractéres séro- 


logiques de nos souches nous avons préparé deux sérums agglu- 
tinants mixtes, contenant la phase I et la phase Hl. L’un avec 
la souche D 13 4 (lactose-positif, xylose-négatif), Vautre avee la 
souche Leb. (lactose-négatif, xylose-positif). Le sérum en phase It 
était préparé avec la souche Kasauli du Dys. Ref. Lab. Oxford. 
Nous insistons sur le fait qu’il est facile de distinguer la phase [1 
de la forme ee Le sérum préparé a parlir des colonies en 
phase II a un titre élevé (1/3 200+ +, 1/12 800+) : c’est done un 
bon antigéne. L’émulsion en est parfaitement stable. La forme 
rugueuse qu'on obient des vieilles cultures donne des agglutinats 
en bouillon, sur gé!ose des colonies un peu séches a la surface 
légérement ridée, et une émulsion instable en eau physiologique. 

‘Le taux d’ agglutination des deux sérums varie légérement d'une 
souche & l’aulre mais sans rapport avec la variété biochimique. 
Les absorptions réciproques enlévent également les agglutinines 
pour les représentants des deux variétés biochimiques. Nous 
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n’avons donc pas trouvé de variétés sérologiques correspondant 
aux variélés biochimiques. 
ResuUME. 
Etude de 1837 souches de Sh. sonnei, dont 85 isolées en I'rance 


et 52 Outre-Mer, insistant sur l’intérét épidémiologique des types 
biochimiques rencontrés dans divers territoires. 


SUMMARY 
Stupy or THE EPIDEMIOLOGY oF Shigella sonnet. 
I. — BrocHEeMICAL PROPERTIES. 


The authors have studied 137 strains of Sh. sonnet, 85 isolated 
in France and 52 abroad. They insist on the epidemiological 
importance of the biochemical types found in different countries. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Duvan (C. W.). J. am. med. Ass., 1904, 48, 381. 

[2] Kruse, Rirrersnaus, Kemp et Merz. Z. Hyg., 1907, 57, 417. 

[3] Baertrarem. Berl. klin. Wschr., 1912, 49, 735. 

[4] Sonne (C.). Zbl. Bakt., I. Orig., 1915, 75, 708. 

[5] Braun (H.) et Wem (A. J.). Zbl. Bakt., I. Orig., 1928, 109, 16. 

[6] Bercry. Manual of Determinative Bacteriology, Williams a. Wil- 
kins, édit., Baltimore, 1948. 

[7] OrsKov (J.) et Larsen (A.). J. Bact., 1925, 40, 473. 

[8] Bosten (K.). Dysentery in Danemark, Biacho Luno, édit., Copen- 
hague, 1934. 

[9] Hammarstrrém (E.). Acta med. scand., 1949, suppl. n° 223. 

[40] Rusinsren (S.) et Pnicuaup (D.). Ann. Inst. Pasteur, 1952, 82, 770. 

[44] Rupinsten (S.) et Turpautt (P.). Ann. Inst. Pasteur, 1952, 82, 104. 

[42] Terr (G. H.). Monthly Bull. Minist. Hlth (Lond.), 1952, 44, 68. 

[43] De Brasr (R.) et Gapprretti (G.). Riv. ital. Igiene, 1954, 44, 490- 

[43] De Buast (R.) et Gapiietnr (G.). Riv. ital. Igiene, 1954, 414, 490- 
529. 

[44] Préicuaup (D.), Szrurm-Rusmsten (S.) et Pricnaup (M.). Ann. Inst. 
Pasteur, 1955, 89, 462. 


RELATIONS ANTIGENIQUES 
ENTRE PROTEUS MORGANII ET SHIGELLA FLEXNERI 


par David SOMPOLINSKY (°) 


(Service de Bactériologie « Assaf Harofe », 
Hopttal Gouvernemental, Sarafand, Poste de Tel Aviv) 


Au cours de nos recherches sur les propriétés antigéniques de 
Proteus morganiit, nous avons été amené a étudier, du point de 
vue de la sérologie, les rapports qui pouvaient exister entre ce 
germe et Shigella flexnert. 

Nous crovons qu il s’agit la d’un probleme nouveau et c’est 
pourquoi nous voudrions exposer ici les résultats de notre étude. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nos recherches ont porté sur 110 souches de Proleus morgani, 
dont 106 furent isolées de matiéres fécales, 3 d’urines et 1, la 
souche 235, provenait de la Collection Nationale de Souches 
de l’Institut Lister de Londres. Toutes ces souches présen- 
taient les propriétés biochimiques caractérisant celte espéce [3]. 
La formation de H,S sur gélose 4 l’acétate de plomb était plutot 
faible, mais les auteurs ne sont pas d’accord sur l’importance de 
cette propriété [4, 3, 6]. Leur réaction sur gélose au fer de Kligler 
fut négative. 

Pour obtenir des sérums O, nous avons immunisé des lapins 
par des suspensions en eau physiologique de colonies lisses (S) 
sur gélose au tryptose-phosphate, portées a ébullition pendant 
deux heures. 

Pour préparer les antigénes O d’agglutination, nous avons 
porté a ébullition pendant une heure des suspensions dans de 
Veau physiologique des cultures sur gélose au tryptose-phosphate. 
L’agglutination est obtenue aprés vingt-quatre heures d’incuba- 


970 


tion a 37°. Seule une agglutination marquée, macroscopiquement 
visible, a été retenue. 

Au cours de cette étude, nous avons également utilisé des anti- 
genes et des sérums de différents types de Sh. flexneri (1 a, 1b, 
24°20, 8, 44,40, 5,°6, K°¥ et la’souche Rabaul). 


(*) Manuscrit recu le 2 novembre 1956. 
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Les souches de Sh. flexneri et les sérums anti-Flexner utilises 
nous ont été aimablement fournis par le D™ W. H. Ewing, du 
Service de Santé publique, Agence de Sécurité Fédérale d’ Atlanta, 
Georgie, Etats-Unis. 

L’absence d’agglutinines a de tous les sérums anti-Proleus ct 
Shigella employés a été préalablement démontrée au moyen de ta 
souche 1721 paracdlon de Providence, fournie, elle aussi, par le 
D’ Ewing. 


Ri&suLTats. 
ANTIGENES O CHEZ « PROTEUS MORGANII ). 


Nous avons préparé des immunsérums a partir de 18 souches 
et nous avons constaté, par des é¢preuves d’agglutination croisée 
et d’absorption croisée, que ces souches pouvaient étre classées 
en 5 types, entre lesquels il n’existe pas d’agglutination croisée. 

Les épreuves d’agglutination, avec les 5 types de sérum, 
effectuées avec les 110 souches de Proteus morganit comprises 
dans notre étude, ont montré que 86 d’entre elles appartenaient 
i 5 types différents dont le plus fréquent ne réunissait pas moins 
de 65 p. 100 de toutes les souches étudiées (voir tab'eau 1). 
Aucune de ces souches ne s’agglutinait avee plus d’un sérum. 


Tanrnau T. — Aggtutination de 110 souches de Proteus morganii 
par 5 sérums 0. 


c NON 
| TYPE 3| TYPE 4/ TYPE 5 AGGLUTINE 
NOMBRE DE | 
SouCcHES | 7! (65%)|11//0%) 24 (22%) | 


X\APPORTS ANTIGENIQUES ENTRE « PROTEUS MORGANII ») 
ET « SHIGELLA FLEXNERI )). 


Nous avons entrepris des expériences d’agelutination croisée, 
(une part entre les anligénes décrits plus haut et des sérums 
Shigella de types différents, d’autre part entre des antigénes 
Shigella et des sérums P. morgan. Seul notre P. morganii 
type 1 nous a permis de découvrir des rapports antigéniques avec 
plusieurs types de Shigella flexneri. 

Nous utilisons, dans ce travail, la nomenclature des types de 
Sh, flexneri proposcée en 1948 par Kauffmann et Ferguson [4], en 
y apphquant la variation proposée par Madsen en 1949 [2]. 

Nous allons comparer cette nomenclature au systéme antigéno- 
complexe de Wheeler [7] (voir tableau ID). 4 

Ce systéme comprend en plus quelques antigénes mineurs dont 
Vintérét pour V’analyse suivante n’est pas a exclure a priori. 
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Tateau Il. — Antigénes du groupe Flexner d’aprés Wheeler. 


TYPE | TYPE-ANTIGENE GROUPE—ANTIGENE 


« SHIGELLA FLEXNERI » la Er 1b. — Le tab'eau III montre 
les résultats d’épreuves d’agglutination réciproques entre une 
de nos souches du type O1 de P. morganii (souche 501) et des 
souches Sh. flexneri de type la et 1b. 


Tasteau Ill. —- Agglutination croisée entre Shigella flexneri 1 
et Proteus morganii 1. 


SHIG. FLEXN.10]) SHIG. FLEXN. 1b | PROTEUS MORG.1 


SHIG. FLEXN. 1a 25.120 25.120 


PROTEUS MORG.1 320 320 25.120 


Dans ce cas, ainsi que dans toutes les épreuves que nous décri- 
rons, le sérum P. morganii a un titre bien plus faible vis-a-vis 
des autigénes Sh. flexneri que celui des sérums Sh. flexneri vis- 
a-vis de l’antigene P. morganii. La relation est cependant évidente. 

Le tableau [V montre les résullats des épreuves d’agglutination 
avec des sérums Sh. flexneri absorbés. Ces résu'tats indiquent 
que |’anligeéne commun se trouve dans le facteur spécifique pour 
le type 1 de Sh. flexneri. Cet antigéne commun, toutefois, ne 
représente qu'une fraction du facteur spécifique I et ne lui est 
pas identique. Car, aprés l’épreuve d’absorption du sérum 
Sh. flexneri 1a par Sh. flexneri 5 et 6 et ensuite par P. mor- 
ganii type 1 (voir tableau IV), ce sérum a encore ageglutiné la 
souche homologue et Sh. flexneri 1 b au titre de 1/1 280. 

D’autre part, le sérum O P. morganti type 1, apres absorption 
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Tapteau IV. — Agglutination par le sérum anti-Shigella-flexneri 1 
apres absorptions. 


TITRE PAR RAPP. A 


CONTENANT 
PROTEUS MORG.1 


SERUM | ADSORBE avec | AGGLUTININE 


SHIG. FLEXN.1b | SHIG. FLEXN.1a Bere 
SHIG. FLEXN. 1a | S.FL.5+S.FL.6 SS 


par Sh. flexneri la, a continué d’agglutiner la souche homo- 
logue au titre de 1/2 560. 

Par conséquent, il semble évident que Pantigene O de P. mor- 
ganii type 1 a, lui aussi, une nature complexe et qu’outre le 
facteur correspondant a Sh. flexneri type 1 il contient un facteur 
autonome. 


« SHIGELLA FLEXNERI » 2a Et 2 b. — Le tableau V montre les 
résultats des agglutinations croisées entre P. morganu et Sh. 
flexneri 2.a et 2b. Ils sont analogues 4 ceux du tableau III, avec 
cette différence que les titres d’agglutinations croisées sont 
inférieurs, 


Tasteau V. — Agglutination croisée entre Shigella flexneri 2 
et Proteus morganii 1 


AN 
SERGY —/GEwe| SHIG.FLEXN.2a| SHIG.FLEXN.2b | PROTEUS MORG. 1 


SHIG. FLEXN. 2a 
SHIG. FLEXN. 2b 


PROTEUS MORG.1 


Tasteau VI. — Agglutination par le sérum anti-Shigella flexneri 2 
aprés absorptions. 


CONTENANT | TITRE PAR RAPP. A 
SERUM | ADSORBE AVEC | AGGLUTININE |-PROTEUS MORG.1 


SHIG. FLEXN.2a | SHIG. FLEXN. 2b 


SHIG. FLEXN. 20 | SHIG. FLEXN. Y 


SHIG. FLEXN.2b | SHIG. FLEXN. X 


Plusieurs expériences d’absorption ont montré (tableau VI), 
que, méme dans ce cas, l’antigene commun fait partie du type IL 
> SPAR ae ed . a 

de l’antigéne spécifique de Sh. flexneri 2. 


Ici encore, l’existence d’une fraction autonome pourrait étre 


ANTIGENES COMMUNS A P. MORGANII ET SH. FLEXNERI O47 


mise en évidence au moyen de l’absorption de sérum Sh. 
[lexnert 2a par P. morganii 1. 

L’absorption du sérum O de P. morganii type 1 par Sh. flex- 
nert type la ne réussit pas a débarrasser le sérum d’agglutinines 
vis-a-vis de Sh. flexneri 2a et 2b. Il semble alors évident que 
P. morganii 1 contient un antigéne en commun avec Sh. flexneri 
type 1 et un autre avec Sh. flexneri type 2. 


AUTRES TYPES DE « SHIGELLA FLEXNERI ). 


Sh. flecneri 3, 4b et X ne donnent des agglutinations croisées 
avec P. morganu qu’a un titre assez bas (< 80) ; par conséquent, 
lanalyse des antigenes par absorption et agglutination croisée 
ne nous a pas donné, dans ce cas, de résultats concluants. 


« PrRoreus MORGAN » 1. 


Au moyen d’absorption par Sh. flexneri 1 b, 2b, 3, 44, 5 et 6, 
le sérum O de P. morganii a été débarrassé de toutes les agelu- 
linines vis-a-vis de Sh. flexneri (voir tableau II). Ce sérum 
absorbé continuait d’ageglutiner la souche homologue (titre 2560). 
Nous pouvons y voir une preuve de la présence, dans l’antigéne O 
de P. morgant 1, dun antigéne autonome, a coté de plusieurs 
antigénes communs aux différents types de Sh. flexneri. 


Discussion. 


Nos expériences montrent que les souches de P. morganu de 
notre collection possédent un groupe d@antigénes O hétérogénes 
sans rapport entre eux. 

Plusieurs auteurs sont arrivés a des résullats analogues. 
L’étude la plus compléte a été faite par Rauss [8] qui, sur 
48 souches de P. morganii étudiées par lu, a trouvé 17 groupes O, 
dont le plus fréquent représentait 83 p. 100 des souches. 

Parmi nos souches, le type le plus fréquemment rencontré 
représente 65 p. 100 d’entre elles. Il est possible que ce type 
ail contaminé accidentellement toutes nos salles d’hdpital. 

On ne trouve que quelques rares indications dans la littérature 
concernant les rapports antigéniques de P. morganu avec d'autres 
Entérobactériacées. Ainsi Rauss [3] a trouvé un antigéne H com- 
mun a un type de P. morganii et P. vulgaris. 

Rustigian et Stuart (1945) ont décrit plusieurs agglutinations 
croisées entre P. morganii, P. vulgaris et P. mirabilis sans spéci- 
fier sil s’agissait d’anligénes H ou O. 

Nous n’avons trouvé aucune indication dans la littérature sur 
lexistence de relations antigéniques entre P. morganii et les 
Shigella. Bien que des antigénes communs entre différentes 
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Entérobactériacées aient déja été mis en évidence, nous pensons 
que nos résultats n’en présentent pas moins un intérét certain 
pour les raisons suivantes : 

1° L’antigene commun dont nos expériences ont montré l’exis- 
tence se trouve dans le type le plus fréquent de P. morganit 
parmi nos souches. 

2° Ce type se trouve ainsi apparenté 4 plusieurs types différents 
de Sh. flexneri a Ja fois. 

3° Nos expériences montrent la complexité des antigénes spéci- 
fiques de Sh. flexneri types 1 et 2. 

Les résultats obtenus peuvent se résumer par les équations 
suivantes : 


Antigéne O de P. morganu = A = B = C. 
g 


No 


fee 


Fic. 1. — Wlustration schématique des rapporls antigéniques entre Proteus 
morgantt et Shigella flexneri. 


Antigéne spécifique de Sh. flexneri type 1 = A+ D. 

Antigéne spécifique de Sh. flexneri type 2 =B + E. 

L’antigene résiduel C de P. morganii comprend plusieurs fac- 
leurs mineurs apparentés aux antigénes de types autres que Sh. 
flexneri (voir aussi figure 1). 

On pourrait se représenter l’antigéne O de P. morganii comme 
un groupe complexe de composés chimiques liés les uns aux 
autres, dont quelques-uns existent isolément dans certains types 
de Sh. flexneri. 7 

Pour le diagnostic pratique des germes flexneri isolés de 
maticres fécales, seule une agglutination effectuée directement 
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avec des cullures sur SS, Mac Conkey ou d'autres milieux ana- 
logues pourrait donner lieu & des erreurs, causées par la présence 
(agglutinines P. morganii dans le sérum flexneri utilisé. On peut 
aisément différencier les deux micro-organismes par des épreuves 
biochimiques [production d’uréase, fermentation du mannitol (1)}. 
mannitol (1)]. 


RESUME. 


Parmi I10 souches de Proteus morganii, 86 (78 p. 100) ont pu 
clre groupées dans cing types antigéniques différents. 65 p. 100 
de toutes les souches appartenaient au type 1 de l’antigéne O. 

Nous nous sommes efforcé de montrer que ce type comprend 
plusieurs anligénes en commun avec quelques types de Shigella 
flexneri. Les antigeénes communs les plus importants font partie 
des facteurs spécifiques de Sh. flexneri types 1 et 2 (antigénes I 


et If). 
SUMMARY 


ANTIGENIC RELATIONSHIPS BETWEEN « PROTEUS MORGANIL » 
AND @( SHIGELLA FLEXNERI ). 


86 strains of Proleus morgantt out of 110 (78 °%,) have been 
classified into 5 antigenic types; 65 °/, of the strains belong to 
© antigen type 1. This type possesses several antigens in com- 
mon with some types of Shigella flexneri ; the most important 
among these common antigens are contained in the specific 
factors for Shigella flexneri types 1 and 2 (antigens I and II). 
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ETUDE DE LA FIXATION DES BACTERIOPHAGES 
EN FONCTION DE DIVERS FACTEURS 


DIMENSIONS DES BACTERIOPHAGES, NOMBRE DE BACTERIES, 
CONCENTRATION |EN ELECTROLYTES, TEMPS ET TEMPERATURE 


par A. GUELIN et P. LEPINE (*) 


(Institut. Pasteur) 


Une méme souche hactérienne peut étre altaquée par plusieurs 
bactériophages, qui different entre eux par leurs dimensions et 
par leur activité vis-a-vis des bactéries. L’activité d'un filtrat 
bactériophagique n’est pas une propriété stable : il est souvent 
possible de Vatténuer pour un germe et de Vaugmenter pour 
un aulre. Par contre, la taille d’un bactériophage est un carac- 
tere stable, transmis d’une génération a une autre. On peut donc 
envisager de grouper valablement les bactériophages d’aprés leurs 
dimensions, 4 la condition d’admettre qu’a chaque groupe de 
taille peuvent correspondre des caractéres particuliers. 

Elford et Andrewes (1932), grace a4 Ja méthode d’ultrafiltration 
mise au point par Elford (1931), ont pu constater une différence 
de taille entre divers bactériophages. Une série de travaux 
parurent ensuite sur le comportement des bactériophages en 
foncuion de leurs dimensions: grandeur des plages (Elford +t 
Andrewes, 1932), effet des rayons X (Wollman et Lacassagne, 
1940), effet du frottement (Nicolle, 1941), effet des rayons ultra- 
violets (Rouyer et Prudhomme, 1941), ultracentrifugation (Lépine, 
Nicolle et Giuntini, 1942), effet de la lumiére du jour (Guelin, 
1942, 1955 ; Rouyer et Guelin, 1942 ; Wahl, 1946), effet des élec- 
trolytes sur la fixation (Guelin, 1945, 1947), effet du pH (Wahl 
et Blum-Emerique, 1947), spécificité d’action vis-a-vis des hac- 
téries (Guelin, 1952, 1955), effet des rayons ultraviolets ct de 
divers composés chimiques (Mills, 1955), thermostabilité et spéci- 
ficité (Brandis et Schwarzrock, 1956). Ces travaux montrent 
que les bactériophages ne se comportent pas tous de méme ct 
que leur comportement semble étre en relation directe avec leurs 
dimensions, 


(*) Manuscrit recu le 25 octobre 1956. 
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ll était intéressant de rechercher si cetle relation entre les 
dimensions corpusculaires et certaines propriétés des phages se 
manifestait toujours dans un méme groupe de phages, en parli- 
cuher au cours de leur fixation sur les bactéries. En effet, la 
fixation des corpuscules sur les bactéries est le premier temps 
du processus de bactériophagiec ; elle joue done un role essentiel. 
Son étude présente, en outre, un intérét général, étant donné 
importance des phénoménes d’adsorplion a la surface des 
cellules dans de nombreux domaines de la biologie et de la 
médecine. 

Nous présentons ici les résultats de recherches concernant le 
comportement, au cours de leur fixation sur les bactéries, de 
bactériophages ayant un diamétre moyen de 15 4 60 my. On cons- 
tatera que ce comportement varie suivant la taille des corpuscules. 


In 1922, Costa Cruz démontre, & laide de la centrifugation, la 
fixation des corpuscules-phages sur les bactéries chauffées. Jaumain et 
Meuleman (1922) confirment le fait et notent la spécificité de la réaction. 
Nombreux sont ensuite les travaux consacrés 4 |’étude de la fixation. 
Il en ressort que le bactériophage est’ adsorbé non seulement par les 
bactéries, vivantes ou tuées (notamment au niveau des _ polyosides 
de la surface bactérienne, Burnet, 1934), mais encore par les extraits 
et les lysats bactériens (Levine et Frisch, 1934; Burnet, 1934 ; Gough 
et Burnet, 19384; M. et T. Rakieten, 1986 ; Sertic, 1937 ; Beumer, 1941 ; 
Guelin, 1947), par des membranes bactériennes vides (Weidel, 1951 ; 
Hotchin, Dawson et Elford, 1953), par des polyosides libres (Ashen- 
bourg, Sandholzer, Sherp et Berry, 1940; Ellis et Spizizen, 1940-1941 ; 
Guelin, 1947) et par des résines (Puck et Sagik, 1953). Weidel 
et Kellenberger (1955) ont réussi & isoler et & photographier @ partir des 
bactéries un complexe lipo-glyco-protéidique, responsable de la fixation 
de certains bactériophages. 

La fixation des corpuscules sur les récepteurs bactériens est précédée 
par une phase de rapprochement. L’existence d’un chimiotactisme chez 
le bactériophage n’a été défendue que par Koubelik (1925) et Morzycka 
(1950). On admet, en général, que le déplacement des corpuscules se 
fait par diffusion ; Prausnitz et Firle ont émis cette hypothése en 1924. 
D’Hérelle (1926) sugeérait alors que les corpuscules, agités par suite 
du mouvement brownien, se fixent quand ils viennent au contact 
d’une bactéric. Schlesinger (1953) admettait la collision accidentelle 
entre le phage et les bactéries, due au mouvement brownien. Boisot 
(1955) suppose que les corpuscules-phages sont attirés vers les parois 
des bactéries dans la sphére d’interaction de ces derniéres. Morzycka, 
Georgiades et Zebek (1955) montrent qu’une des fractions glucidiques 
des bactéries accélére Ja diffusion des corpuscules. 

Au début, on croyait la fixation irréversible ; actuellement sa réver- 
sibilité est généralement admise. Déja Prausnitz et Firle (1924) l’avaient 
indiqué, puis Schlesinger (1944), Pirie (1940), Guelin (1945), Puck, 
Garen et Kline (1951), Garen et Puck (1951), Christensen et Tolmach 
(1955), Northrop (1956). 
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L’explication du mécanisme de la fixation par des phénomenes 
physico-chimiques a 6lé cuvisagée dés le début. C'est ainsi que l’absence 
de formation des plages sur une couche de gélaline a été considérée 
comme due a l’adsorption des corpuscules sur ce colloide (Bail, 1922 ; 
Doerr et Berger, 1923 ; Nakamura, 1923). L’adsorplion sur les colloides 
non organiques a été éludiée par Seiffert (1923), Gildemeister et 
Herzberg (1923). En 1924, Angerer décrit l’existence, chez le corpuscule- 
bactériophage, d’une charge électrostatique, et d’Hérelle déclare, 
« ...sans crainte d’étre démenti dans l’avenir », que le bactériophage 
est porteur d’une charge négative et que le mécanisme de la fixation 
doit étre d’ordre colloidal. 

L’hypothése de l’intervention de forces électrostatiques au cours de 
la fixation prend toute sa valeur dés que l’on considére l’importance 
des électrolytes dans le phénoméne. Da Costa Cruz, en 1923, conState, 
en milieu privé d’électrolytes, l’absence de bactériophagie. Lisbonne ct 
Carrere (1923) démontrent que c’est la conséquence de la non-fixation 
du bactériophage. Ciuca (1924), Arloing et Chavanne (1925), Bordet 
(1926), Anciaux (1981) attirent lattention sur le réle des différents 
ions. Gratia (1939) montre lVinhibition de la fixation par un exces 
d’électrolytes. Ces fails ont été ensuite confirmés et développés par 
Krueger et Strietman (1939), Gest (1943), Hershey, Kalmanson et Bron- 
fenbrenner (1944), Guelin (1945, 1947), Cherry et Watson (1949), Fong 
et Krueger (1949), Puck, Garen et Kline (1951), Garen et Puck (1951), 
Tolmach et Puck (1952), Puck et Sagik (1953), Puck et Tolmach (1954), 
Beumer et Beumer-Jochmans (1955), Beumer, Beumer-Jochmans ct 
Dirkx (1956). 

Dans une série d’études, Puck et coll. (1951-1954) précisent et déve- 
loppent Vhypothése des forces ioniques dans la fixation du_bactério- 
phage. La répulsion des corpuscules-phages et des bactéries (tous deux 
chargés négativemenlt) ne leur permet pas d’entrer en contact avant 
Vaddition d’électrolytes. Ces derniers neutralisent la charge et la fixa- 
tion peut avoir lieu. Les groupements aminés des protéines du bactério- 
phage chargés positivement sont adsorbés par les carboxyles de la 
surface bactérienne (Puck et Tolmach, 1954). Il est probable que, dés 
son adsortion, le bactériophage se désintégre, comme on le constate 
apres sa fixation sur Ja résine (Puck et Sagik, 1953). Les conditions 
ioniques nécessaires 4 la fixation d’un phage varient selon les bactéries 
(Beumer et coll., 1956). 

L’intervention des forces électrostatiques explique au mieux le pre- 
mier contact entre phage et bactérie, bien qu’elle soit insuffisante pour 
rendre compte A elle seule de la spécificité de la réaction. 


MATERIEL ET MUTHODES. 


Quatre bactériophages, de l’ordre de 15 a 60 mu, du groupe coli- 
dysentérique, ont été choisis pour notre étude. Les dimensions de ces 
bactériophages, définies A l’aide de Vultrafiltration, de lultracentrifu- 
gation et de irradiation, tout en restant du méme ordre de grandeur 
varient selon la méthode d’appréciation ou lVauteur. Nous one adopté 
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les données de P. Lépine (1939-1945), dont l’avantage réside dans 1’étude 
simultanée de quatre bactériophages. On trouvera dans son travail la 
bibliographie concernant les dimensions des phages étudiés. 


Les quatre bactériophages utilisés dans nos expériences sont: le 
X174 (de 15 4 16 mu) de Sertic et Boulgakov, le plus petit A notre 
connaissance (V. Boulgakoy et Bonét-Maury, 1944; Bonét-Maury et 
Boulgakoy, 1944), et les trois bactériophages de F. M. Burnet (1931) : 
le S138, de 18 A 20 my; le C36, de 21 a 25 mu, et le C16, de 54 
i 60 mu. Ces bactériophages sont préparés et étudiés sur la méme 
souche de Shigella paradysenteriae (S. flexneri) Y6R de F. M. Burnet. 


La fixation est faite soit en bouillon, soit en solution moléculaire de 
NaCl portée & pH 7. Le temps de la fixation est, en général, de soixante 
minutes, excepté certaines expériences dont la durée est indiquée 
& part. La température du bain-marie varie de —4° A 37°C, selon 
Vexpérience. Les bactéries prises pour la fixation sont toujours 
chauffées en eau salée a 0,4 p. 100, a 60°C, pendant une heure. 
L’emploi, pour Ja fixation, de bactéries chauffées permet de faire les 
expériences en série et d’éviter de nombreuses manipulations, telles 
que filtration ou centrifugation. La quantité de bactéries varie de 10* 
a 101° par centimétre cube. Leur titrage est effectué avant le chauf- 
fage par la méthode des dilutions sur une couche de gélose, ainsi que 
par comparaison avec un échantillon fixé au formol. 

Dans les expériences avec les électrolytes, les bactéries chauffées 
sont lavées trois fois &4 Veau distillée et les filtrats bactériophagiques, 
préparés en eau peptonée A 3 p. 100, sont fortement dilués avec de 
Veau distillée également. 

Un tube témoin (phage sans bactéries) est fait pour chacune des 
différentes concentrations d’électrolytes. Ceci permet de constater !a 
survie des phages en présence de fortes concentrations de NaCl et ce 
définir le pourcentage des corpuscules fixés dans les tubes de l’expé- 
rience. 

La quantilé de bactériophages dans chaque expérience est de 150 cor- 
puscules par centimétre cube environ; cette quantité permet de 
compter les plages, méme avec les petits bactériophages comme X174 
et S13 (dont les plages volumineuses peuvent atteindre jusqu’a 4 ou 
6 mm et envahissent, par confluence, toute la surface de la gélose). 
Pour le titrage de ces deux bactériophages, nous avons utilisé la gélose 
a 2,5 p. 100. La gélose, aprés sa répartition en boites de Petri, est 
conservée pendant quarante-huit heures & 387°. A Ja surface d’une 
telle gélose, les plages du X174 et du $13 se présentent avec un dia- 
métre trés réduit. En lumiére oblique et sur fond noir, les centres 
foncés des plages, déji confluentes, se dessinent nettement, permet- 
tant leur numération. La gélose a 2,5 p. 100 convient aussi pour !e 
bactériophage C36, dont les plages, bien que diminuées, sont visibles. 
Le bactériophage C16 ne forme aucune plage sur cette gélose. Chaque 
titrage est effectué sur deux ou trois boites. Connaissant la quantité 
totale de bactériophage utilisée pour l’expérience, il est possible, par 
soustraction des phages libres, de trouver le nombre de corpuscules 
fixés. 


? 


(nnales de Ulnstitut Pasieur, 92, n° 3, 1957. 
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L’intensité de la fixation, 4 37° C, des quatre hactériophages, 
exprimée par le pourcentage des éléments fixés, est proportion- 
nelle aux dimensions des corpuscules : plus les corpuscules sont 
petits, moins grande est l’intensité de la fixation (fig. 2 A). 

Pour obtenir une méme intensité de fixation des quatre bacté- 
riophages, il est nécessaire d’utiliser un nombre de bactéries 
inversement proporlionnel aux dimensions des corpuscules : les 
phages les plus petits nécessitent un nombre plus élevé de germes 
(fig. 1A et 2C). La fixation ne commence qu’avec au moins 
un million de germes par centimétre cube dans le cas du bactério- 
phage de 60 mp et de dix millions de germes par centimétre 
cube dans le cas des phages de 15, 20 et 25 mw (fig. 1 A). 

De méme, la concentration en électrolytes (NaCl) doit étre plus 
élevée au cours de la fixation des phages plus petits (aux environs 
de 1,5, 1,0 et 0,5 M NaCl pour les phages de 15, 20 et 25 my 
respectivement) ; le bactériophage de 60 my n’exige que 0,05 M 
NaCl pour sa fixation maximale (fig. 1 M et 2 D). Les corpuscules 
de 15 et 20 mu se fixent mieux en eau salée qu’en bouillon ; ceux 
de 25 mp, mieux en bouillon (un cofacteur semble nécessaire, 
Anderson, 1945),’ alors que la fixation du phage de 60 muy est 
également intense en bouillon et en eau salée. 

La fixation en bouillon des corpuscules de 25 et 60 mu est 

lente et progressive (fig. 1D) et ne se fait pas a basse tempé- 
rature (fig. 1 C) alors que celle des corpuscules de 15 et 20 mu 
(toujours en bouillon) est presque instantanée (moins de quinze 
secondes) et se fait également bien 4 — 5° et a 37° C (fig. 1D 
et 1 C). Ce fait explique que la fixation des petits corpuscules soit 
plus intense que celle des grands lorsque les uns et les autres 
sont placés 4 la température de 7°, bien que, dans les conditions 
habituelles (37°), Vintensité de la fixation soit directement pro- 
portionnelle aux dimensions des phages. 
_Ces résultats sont valables pour les conditions de nos expé- 
riences, et notamment pour un nombre donné de bactéries. Le 
nombre de germes est un des facteurs les plus importants de Ja 
fixation. Celle-ci ne se manifeste qu’aé partir d’une certaine quan- 
tité de bactéries et son intensité (nombre de corpuscules fixés) 
s'accroit avec augmentation progressive des germes (Guelin et 
Lépine, 1955). Nos résultats peuvent done varier suivant la quan- 
tilé de bactéries utilisées dans l’expérience. Ces variations 
concernent l’intensité et la vitesse de la fixation, la température 
et la concentration en électrolytes, mais elles restent avant tout 
en rapport avec les dimensions corpusculaires. 

Ainsi, Vintensité de la fixation chez les quatre bactériophages 
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Fic. 1. — Intensité de la fixation (exprimée par le pourcentage de corpuscules 


fizés) de quatre bvactériophages en fonction du nombre de _ bactléries, de 
la concentration en ¢électrolytes, du temps et de la température (dimensions des 
phages : X174.: 15 my; 813 : 20 my; C36: 2 my; C16 : 60 my). 

A. En fonction du nombre de bactéries. Le nombre des bactéries nécessaires 
pour une méme intensité de fixation est d’autant plus élevé que les dimensions 
des corpuscules sont plus petites (Ja fixation ne commence qu’da partir de 
106 bactéries/em%, environ, pour le phage de 60 my; les phages de 15, 20 et 
25 my. nécessitent au moins 107 bactéries/cm$. Bouillon, deux heures). 

B. En fonction de la concentration en électrolytes (NaCl). La concentration en 
électrolytes nécessaire pour une fixation maxima des quatre phages est d’aulant 
plus élevée que les corpuscules sont plus petits. Un excés d’électrolytes inhibe 
la fixation du phage de 60 my, mais non celle des phages de 15, 20 et 25 my 
(dans Jes conditions de l’expérience, le phage de 25 my, ne se fixe pas avec une 
petite quantité de sel et faiblement avec une forte quantité. Solution molécu- 
laire de NaCl avec 109 hactéries/cm§). 

C. En fonction de la température. Les deux petits phages de 15 et 20 my se 
fixent également bien 4 — 4° et a 37°C. Le phage de 60 my se fixe au fur et 
& mesure que la température monte. La fixation du phage de 25 my, présente 
un caractére intermédiaire : il ne se fixe pas a basse température et, & tempé- 
rature élevée, sa fixation est progressive (comme c’est le cas pour le phage 
de 60 my) ; par contre, entre 5° et 25° C, le taux de sa fixation reste le méme, 
comme dans le cas des deux pclits bactériophages (bouillon avec 3.10® bac- 
léries/cm?). 

D. En jonclion du temps. Les deux petits phages de 15 et 20 my se fixent 
en moins de quinze secondes. Chez les phages de 25 et 60 my, la fixation est 
pius Jente ct présente un caractére progressif (bouillon avec 10° bactéries/cm?). 
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croit avec l’augmentation du nombre des bactéries ; mais le taux 
des corpuscules fixés sera toujours plus grand pour les phages 
de 60 ou 20 mu que pour le plus petit phage de 15 mu (fig. 1 A). 
L’augmentation du nombre des germes permet la fixation a une 
lempérature plus basse (fig. 4D) et en un temps plus court 
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lrolytes en fonction des dimensions des corpuscules-phages. 

A. Liintensité de la fixation des quatre bactériophages, A la température 
de 37’ G est directement proportionnelle aux dimensions corpusculaires : plus 
Jes corpuscules sont grands, plus intense est la fixation (bouillon avec 108 bac- 
\éries;em3, deux heures). 

B. Liintensité de Ja fixation, 4 Ja température de 7°C, des phages de 20, 
25 et 60 my est jnversement proportionnelle aux dimensiuns ccorpusculaires : | 
plus les corpuscules sont grands, moins intense est la fixation (bouillon ayee 
109 bactéries/em®, deux heures). 

{. Le nombre des bactéries nécessaire & une méme inlensité (50 p. 100) de 
fixalion A 37° G est inyersement proporlionnel aux dimensions corpusculaires 
plus les corpuscules sont grands, moins il faut de bactéries (bouillon, deux 
heures). 

D. La concentration en électrolytes nécessaire pour une fixation maxima 
4 57°C est inversement proportionnelle aux dimensions corpusculaires : plis 
les corpuscules sont grands, moins il faut délectrolytes (solution moléculaire 
de NaCl avec 10% hactéries/cem3). 
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(fig. i \), mais chez les gros corpuscules seulement, et non chez 
les petits (fig. 4B et 4 E). La concentration en électrolytes peut 
élve diminuée par l’addition de bactéries (fig. 3B ct mG, mais 
dans Ie cas des petits corpuscules seulement; non chez les plus 
grands (fig. 3D). Bien entendu, l’intensité de la fixation dans 
toutes ces expériences reste toujours en rapport direct avec ie 
nombre de germes. 

La plupart des résultats semblent en accord avec la conception 
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quatre bactériophages en présence de nombres différents de tactéries (dimen- 
sions des phages : X 174 : 15 my; $13 : 20 my; C36: 2 my; G16: 60 my). 
A. Fixation maxima de bactériophages de taille différente en fonction de la 
concentration en électrolytes : plus les corpuscules sont grands, moins il leur 
faut d’électrolytes (solution moléculaire de NaCl avec 10% bactéries/em3). 

B. La concentration des électrolytes nécessaire pour la fixation maxima du 
phage de 20 my varie suivant le nombre des bactéries : avec une quantité plus 
petite de bactéries, il faut une concentration plus forte d’électrolytes (de haut 
en bas : avec 0,5.109, 0,5.108 et 0,5.107 bactéries/em’, Solution moléculaire 
de NaCl). 

C. La concentration des électrolyles nécessaire pour Ja fixation maxima du 
phage de 25 my varie suivant le nombre des bactéries : avec une quantilé plus 
petite de bactéries, il faut une concentration plus forte d’électrolytes (de haut 
en bas aves 0,5.1029, 0,5.109 et 0,5.105 bactéries/em?. Solution moléculaire 
de NaCl). 

D. La concentration des électrolytes nécessaire pour Ja fixation maxima du 
phage de 60 my ne Jépend pas du nombre de bactéries : quel que soit le nombre 
des bactéries, la fixation nécessite toujours la méme concentration d’électrolytes 
(de haut en bas : avec 109, 108 et 107 bactéries/em3. Solution moléculaire 


de NaCl). 
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électrostatique de la fixation, Le phénomene dadsorption est 
propre aux suspensions colloidales (particules de 1 a 100 my), 
en raison du grand développement de leur surface par rapport 
a leur volume. Or, ce phénoméne, avec toutes les lois qui le 
régissent, est également propre aux corpuscules-phages, en 
raison de la petitesse de leur taille. La surface des corpuscules 
varie considérablement avec leurs dimensions. On peut se 
demander si cette inégalité des surfaces par rapport au volume 
n’explique pas, au moins en grande parte, la différence dans !e 
comportement des grands et des petits bactériophages au cours 
de la fixation. Les différences observées au cours de nos recher- 
ches dans la vitesse et l’intensité de la fixation des bactériophages 
sur les bactéries sensibles, en fonction des concentrations en 
électrolyte et du role de la température, correspondent aux diffé- 
rences existant entre les dimensions corpusculaires des quatre 
phages étudiés. On est ainsi en droit de se demander si une 
étude générale des bactériophages basée sur Vensemble des 
propriétés plus ou moins étroitement liées aux dimensions cor- 
pusculaires ne permettrait pas de les classer en groupements 
logiques. 

Il y a lieu de noter ici que, chez les virus autres que les virus 


Isc. 4. — Temps et température de la fixation de quatre bactériophages en pré- 
sence de nombres différents de bactéries (dimensions des yhages : X 174 : 15 my ; 
$13: 20 my; C36 : 2 my; C16 : 60 my). 

A. La vitesse de fixation du phage de 60 my dépend du nombre des bacté- 
ries : la fixation est d’autant plus rapide que le nombre des bactéries est plus 
erand (de haut en bas : avec 5.109, 1.109, 5.108 et 1.108 bactéries/cm3. Bouillon, 
25° C). 

B. La vitesse de la fixation du phage de 20 my ne dépend pas du nombre 
des bactéries : Ja fixation est également rapide quel que soit le nombre des 
bactéries (de haut en bas : avec 5.109, 109, 5.108 et 108 bactéries/cm’. Bouillon, 
20° G), 

C. La vitesse de fixation du phage de 25 my présente un caractere inlermé- 
diaire : avec une quantité plus faible de bactéries, la fixation est plus lente, 
comme c’est le cas du phage de 60 my; par contre, elle ne yarie pas avec des 
guantités plus fortes de bactéries, comme chez le petit phage de 20 my (de haut 
en bas: avec 5.109, 109, 5.108 et 108 bactéries/em$. Bouillon, 25° C). 

D. La température de fixation du phage de 60 my dépend du nombre des 
bactéries : elle est d’autant plus faible que le nombre des bactéries est plus 
grand (de haut en bas : avec 5.109, 3.109, 1.109 et 1.168 bactéries/em?. 
Bouillon). 

E. La température de fixation du petit phage de 15 my ne dépend pas du 
nombre des hactéries : quelle que soit la quantité de bactéries, les corpuscules 
se fixent également 4 — 4° et & 37° C (de haut en bas: avec 5.109 et 1.108 bac- 
téries/cm3. Bouillon). 

F. La température de fixation du phage de 25 my présente un caractere inter- 
médiaire : avec 108 germes/cm’, il n’y a pas de fixation aux basses tempé- 
ratures ; avec des quantités plus grandes de germes, la température de fixation 
ne dépend pas de leur nombre (de haut en bas : avec 3.109, 109 ct 108 bac- 
téries/em3. Bouillon, 25° C). 
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bacteriens, chez les virus animaux en particulier, les propriétés 
communes des différentes espéces tendent a les ranger en 
groupes, et que ces groupes réunissent des virus ayant le méme 
ordre de grandeur. Il semble donc, d’une facon générale, que 
cerlaines au moins des propriétés des virus soient liées direc- 
lement & un caractére physique, la taille. 


Resume. 


Le comportement, au cours de leur fixation sur une méme 
souche bactérienne, de quatre bactériophages de 15 a 60 my est 
en rapport direct avec les dimensions de ces phages. 

2° Dans les conditions de Vexpérience, la fixation (exprimée 
par le pourcentage des hactériophages fixés) des petits cor- 
puscules est moins intense, mais plus rapide que celle des gros : 
elle nécessite un plus grand nombre de bactéries et des concen- 
trations plus élevées en électrolytes ; elle n’est pas inhibée par un 
excés d’ions ou par une basse température 

3° La fixation des corpuscules plus gros est intense, mais plus 
lente que celle des petits; elle nécessite moins de bactéries et 
moins d’électrolytes ; elle est inhibée par un excés (ions ou une 
basse température. 

4° La différence dans le comportement des corpuscules-phages 
de taille différente est la conséquence probable de linégalité de 
jeur surface par rapport au volume. Celte différence, si elle est 
confirmée par des recherches sur d’autres phages, permettrail 
d’envisager le classement des bactériophages d’aprés leurs dimen- 
sions et en fonction de leurs propriétés régies par ce caractere. 


SUMMARY 


INFLUENCE OF VARIOUS FACTORS (SIZE OF THE PHAGES, 
NUMBER OF BACTERIA, CONCENTRATION OF ELECTROLYTES, 
TIME AND TEMPERATURE) ON PHAGE FIXATION. 


1° There is a direct relation between the comportiment of four 
bacteriophages from 15 to 60 mp, during their fixation, and the 
size of these phages. 

2° The fixation is less intense but more rapid for the small 
corpuscles than for the big ones. It requires a greater number 
of bacteria and a higher concentration of electrolytes. It is not 
inhibited by an excess of ions or by a low temperature. 

3° The fixation of the big corpuscles is intense, but slower 
than that of the small ones. It requires a smaller number of 
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bacteria and a lower concentration of electrolytes. It is inhibited 
3 an excess of ions and by a low temperature. 


The difference between the comportment of the big and the 
et corpuscles- phages seems to be due to the inequality of 
their surface in relation to their volume. This difference allows 
lo consider a classification of the bacteriophages according to 
their size and in function of their properties controlled by this 
character. 
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PROPRIETES GENERALES 
DES CULTURES D’ENTEROBACTERIACEES 
RENDUES COLICINOGENES PAR TRANSFERT 


par Yves HAMON (*) 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages) 


P. Fredericg a montré qu’une souche non colicinogéne d’E. coli 
(ou de Sh. sonnei), cultivée en présence d’une souche colicinogéne 
appartenant aux mémes espéces, acquérait parfois la propriété de 
produire la colicine spécifique de ces derniéres souches [4]. Dans 
une note récente [2], nous avons conslaté que ce phénomeéne de 
transfert pouvait étre réalisé, non seulement avec des cultures 
des genres Escherichia et Shigella, mais également avec des cul- 
tures des genres Klebsiella, Paracoli et Salmonella. 

Nous nous proposons de définir ici les propriétés générales de 
ces diverses souches d’Entérobactériacées rendues colicinogenes. 

Toutes les colonies d’une culture fraichement isolée et rendue 
colicinogéne sont antibiotiques ainsi que leur descendance. Toutes 
nos tentatives pour essayer de rendre non colicinogénes des 
souches spontanément antibiotiques ou rendues antibiotiques par 
transfert ont échoué : le faible pourcentage de survivants obtenus 
aprés une forte irradiation par les U. V. (longueur d’onde prin- 
cipale de 2537 A) ou l’action de la chaleur sur chacune de ces 
cultures nous a toujours fourni des colonies qui avaient conservé 
leur pouvoir colicinogéne respectif. 

La propriété colicinogéne spontanée ou acquise se comporte 
done comme une propriété héréditaire. 

L’étude de la sérologie des antibiotiques élaborés [8], ainsi que 
la recherche de la résistance croisée des mutants sélectionnés par 
les colicines [4], montrent que les nouvelles souches antibiotiques, 
quel que soit le genre auquel elles apparliennent, ¢laborent Ja 
colicine spécifique de la souche originelle. 

Les diverses lignées étudiées synthétisent eénéralement une 
quantité de colicine peu différente de celle qui est produite par 
la souche colicinogéne initiale. Cependant, par vieillissement, 
certains éléments bactériens perdent la faculté d’élaborer leur 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1956. 
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colicine, mais conservent toutefois leur résistance a celle-ci. On 
observe donc, dans ce cas, la perte de l’expression phénotypique 
d’élaborer la colicine avee conservation probable du caractére 
génétique correspondant. 

En effet, Vacquisition de Ja propriété colicinogéne confére 
eénéralement a la bactérie la résistance a l’égard de la colicine 
considérée. Toutefois, comme l’a menlionné Fredericq [4], nous 
avons pu observer que certaines cultures d’E. coli, de Paracolt 
et de Sh. sonnei rendues antibiotiques étaient inhibées par une 
forte concentration de la colicine correspondante. 

Cette constatation curieuse rejoint la découverte faite par Ryan 
et coll, [5] d’une culture dE. coli spontanément colicinogéne 
(souche 15h—) qui sert de souche détectrice pour la colicine 
quelle élabore aprés induction par les U.V. Rappelons, d’autre 
part, qu’Ivanovics et Alfoldi [6] ont récemment signalé que cer- 
laines souches de B. megaterium, productrices de « mégacines », 
antibioltiques se rapprochant des colicines, sont sensibles a l’action 
de Vantibiotique qu’elles élaborent. 

Tous ces faits semblent indiquer que la présence du « carac- 
lere bactériocinogéne » n’est pas suffisante pour causer la résis- 
lance & Vantibiotique correspondant. 

Lorsqu’une souche d’E. coli ou de Sh. sonnei peut étre induile 
par les U.V. a synthétiser une colicine [7, 8], le transfert de 
celte propriété colicinogéne & une autre culture d’Entérobactéria- 
cées fournit une souche également inductible. C’est du moins le 
résultat que nous avons obtenu pour les quelques systémes que 
nous avons étudiés. Cependant, Vinduction de ces cultures rendues 
antibiotiques s’étend & une fraction de population plus ou moins 
grande suivant la bactérie qui recoit le caractére colicinogéne. 
De ce fait, la quantité de colicine élaborée est différente selon que 
la bactérie réceptrice appartient a Vespéce E. coli, ou Shigella 
sonnet, ou Salmonella typhi. 

L’étendue de Vinduction dans une population colinogéne ne 
parait done pas dépendre seulement du « caractére colicinogéne » 
considéré, mais plutot du complexe « caractére colicinogéne- 
hactérie réceptrice ». ; 

Comme nous possédions un certain nombre de souches diffé- 
rentes de Salmonella rendues colicinogénes, nous avons recherché 
le type bactériophagique respectif de 14 d’entre elles, suivant a 
méthode de Craigie et Felix [9] appliquée aux bacilles typhiques 
et celle de Felix et Callow [40] appliquée aux bacilles para- 
typhiques B. 

_ Les souches antibiotiques de ces espéces ont fourni parfois une 
image lysotypique modifiée par rapport a celle donnée par i 
souche initiale non colicinogéne. 

Pour Vespéce S. typhi, nous pouvons citer les exemples sui- 
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vanls : a) diverses cultures appartenant au type A de Craigie et 
helix et au sous-type Tananarive déterminé par la méthode de 
lysotypie auxiliaire de P. Nicolle, M. Pavlatou et G. Diver- 
neau /44], ont fourni une image lysotypique tres modifiée par 
Vacquisition de la propriété colicinogene dE. coli K 30; les 

cultures rendues antibiotiques donnent Vimage d’un type A 
dégradé (action lytique non confluente de tous les bactériophages 

spécifiques de Craigie et Felix) et limage d’un sous-type se 
rapprochant de celle du sous-type Léopoldville ; b) diverses cul- 
tures appartenant au type A et au sous-type Tananarive ont fourni 
l'image du groupe I+ IV et du sous-type Tananarive modifié 
(absence de réaction du phage n° 5 de la lysotypie auxiliaire) 
lorsque nous leur avons transféré la propriété colicinogéne 
WE. coli n° 3609. Pour lespéce S. paratyphi B, nous pouvons 
mentionner les exemples suivants d’altération des images lyso- 
typiques : a) modification du type 3. 1 par diminution de Vinten- 
sité des réactions avec les phages Taunton, Dundee et anti-« O » 
aprés transfert de la propriété colicmogéne dE. coli K 30: 
b) image du groupe Z fourmie par la méme culture du type 3a | 
apres acquisition de la propriété colicinogéne de Sh. sonnei P 9. 

Nous avons observé d’autres altérations des lysotypes de 
Seiyphivet (Ss. paratyphi B, mais elles ne paraissent pas devoir 
étre altribuées a acquisition dune propriété colicinogéne. 

Les nombreux auteurs qui pratiquent la lysotypie dans le monde 
sont unanimes 4 reconnaitre la trés grande stabilité des types de 
S. typhi et S. paratypht B: les bacilles isolés chez un méme 
malade, chez un méme porteur de germes, dans un méme foyer 
épidémique, quel que soit le mode d’isolement, appartiennent 
au méme type. Le traitement du malade par la chloromycétine, 
lorsque le germe persiste, est sans influence sur le type. 

C’est cette stabilité remarquable in vivo et in vitro (le vieillis- 
sement, le chauffage, Vaction des antisepltiques et des antibio- 
tiques sont sans influence sur le type) qui confére aux deux 
méthodes considérées un grand intérét en épidémiologie. On 
savait, jusqu’a présent, que, seule, la contamination des cultures 
par certains bactériophages étrangers et la sélection de mutants 
résistants & certaines colicines (Fredericq {42)) pouvaient rompre 
celle stabilité en rendant ces cultures moins sensibles ou totale- 
ment réfractaires aux bactériophages spécifiques des types. Nous 
venons de signaler que l’acquisition de certaines propriétés coli- 
cinogénes modifie également le type initial ; cette altération du 
type se traduit par une réduction de la sensibilité aux phages 
spécifiques. Mais cette constatation ne nuit en rien a la valeur 
des méthodes de lysotypie, les bacilles typhiques et paraty- 
phiques B n’élant presque jamais iene Nous avons en 
effet recherché cette propriété parmi plusicurs eentaines de cul- 
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lures de Salmonella lyphi et de S. paratyphi B; nous mavyons 
rencontré qu’une seule souche de S. paratyphi B colicinogéne [43]; 
V’élude de la lysogénéité, facteur qui conditionne l’'appartenance 
aux types de S. par atyphi B [414], nous a permis d'ailleurs de 
démontrer que la propriété colicinogéne considérée n’exerce 
aucune influence sur le type de cette souche, 

La recherche des propriétés biochimiques et sérologiques de 
quelques souches antibiotiques de S. typhi et dE. colt, ainsi que 
des souches correspondantes non eee a été effectuée. 
Cette étude ne nous a pas permis d’observer de différences signi- 
ficalives dans les 40 réactions fournies par ces deux groupes de 
cultures. 

Les constatations faites par Fredericg [4] a Vaide des souches 
Vk. coli et de Sh. sonnet rendues colicinogenes sont done éga- 
lement valables pour les Salmonella : jusqu’a présent les cultures 
rendues colicinogénes ne different biochimiquement des souches 
initiales que par leurs propriéiés antibiotiques respectives. 

ll nous parait opportun de rappeler ici que lacquisition de 

certaines propriélés colicinogénes par des cultures d’E. coli lyso- 
ae inhibe V’induction de la propriété lysogéene ou phénoméne 
de Lwoff [45]. Le développement du prophage en phage infecticux 
nintéresse alors qu'une petite fraction de la population, tandis 
que la colicine considérée est élaborée en quantité considérable 
apres lirradiation par les U. V. Tout se passe comme s’il existait 
une compétition entre l’induction de la propriété lysogéne et 
Vinduction de la propriété colicinogéne. Ces phénoménes com- 
plexes, analysés récemment par Frederica [46] et nous-méme {17}, 
permettent dentrevoir l’existence d'une compétition analogue 
parmi les nombreuses souches spontanément et simultanément 
lysogénes et colicinogénes, comme Fredericq V’avait signalé [48}. 


Resumes. 


Ce travail est consacré & Vétude des propriétés générales 
des cultures d’Entérobactériacées rendues colicinogénes par 
culture mixte avec une souche colicinogéne d’E. coli et Sh. 
sonnei: tous les éléments d’une lignée rendue colicinogéne sont 
colicinogénes et élaborent la colicine spécifique de la souche 
originelle ; la quantité de colicine élaborée est peu différente 
de celle qui est produite par la souche colicinogéne initiale. 

L’acquisition de la propriété colicinogéne confére généralement 
a la bactérie la résistance A l’égard de la colicine considérée. 
Cependant, certaines souches d’E. coli, de Paracoli et de Sh. 
sonnei sont inhibées par une forte concentration de la colicine 
quelles élaborent respectivement. 

Le phénoméne de transfert de la propriété colicinogene 
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a permis de constater que l’étendue de Vinduction dans une popu- 
lation antibiotique ne parait pas dépendre seulement du « carac- 
tére colicinogéne », mais plutot du complexe « caractére colicino- 
géne-bactérie réceptrice ». 

Les souches de S. typhi et de S. paratyphi B rendues antibio- 
liques présentent parfois des modifications importantes de leur 
image lysotypique par rapport a la souche initiale non colicino- 
gene. 

Nous n’avons pu déceler, jusqu’éa présent, de différences bio- 
chimiques ou sérologiques entre les cultures rendues colicino- 
genes et les cultures initiales correspondantes. 

L’acquisition de certaines propriétés colicinogénes par des 
cultures d’E. coli lysogenes inhibe Vinduction de cette propriété 
lysogéne. L’étude de ce phénoméne laisse entrevoir ]’existence 
@une inhibition analogue parmi les nombreuses souches spon- 
tanément lysogénes et colicinogénes. 


SUMMARY 


GENERAL PROPERTIES OF Hnterobacleriaceae CULTURES 
MADE COLICINOGENIC BY TRANSFER. 


Study of Enterobacteriaceae made colicinogenic by growth in 
presence of a colicinogenic strain of E. coli and Sh. sonnet. 
The different bacteria of these cultures are colicinogenic and 
produce the colicin specific of the original strain; the quantity 
of colicin produced is not very different from the quantity pro- 
duced by the original colicinogenic strain. 

A bacterium acquiring the colicinogenic property generally 
becomes resistant to the corresponding colicin. However, some 
strains of E. coli, paracoli and Sh. sonnei are inhibited by a high 
concentration of their own colicin. 

The transference of the colicinogenic character shows that the 
extension of induction in an antibiotic population is not only in 
relation with the colicinogenic character but rather with the 
complex « colicinogenic character-recipient strain ». 

Colicinogenic strains of S. typhi and S. paratyphi B sometimes 
show important changes in their typing scheme when compared 
to the parental non colicinogenic strain. 

Until now, no biochemical or serological difference was found 
between the artificial colicinogenic cultures and the parental non 
colicinogenic cultures. 

Induction of lysogenic character is inhibited in cultures of 
E. coli which have acquired certain colicinogenic properties. The 
study of this phenomenon suggests the existence of a similar 
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inhibition among the numerous strains spontaneously lysogenic 
and colicinogenic. 
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LES BACTERIOPHAGES TYPHIQUES 
DANS LES EAUX DE HANOI 


par H. LECLERC (*). 


(Institut Pasteur de Hanoi) 


La connaissance de l’antigéne Vi, puis celle des bactériophages 
spécifiques pour les germes possédant cet antigéne, ont établi 
Pintérét épidémiologique de la recherche des bactériophages 
typhiques Vi. La présence de ces bactériophages dans une eau 
est, dans certaines conditions, la preuve de la pollution de cette 
eau par le bacille d’Eberth. 

Nous apportons ici les résultats de recherches des bactério- 
phages typhiques Vi dans les eaux de Hanoi, recherches portant 
sur une année. 

Dans une premiére partie, aprés avoir défini les souches utili- 
scées, les points d’eau examinés, puis décrit notre méthode, nous 
connons les résultats globaux enregistrés de juin 1955 a juin 1956. 
Dans une deuxiéme partie, nous faisons l’étude de la spécificité 
des phages que nous avons isolés. 


PREMIERE PARTIE. 


I. SoucHES BACTERIENNES EMPLOYEES. — Le choix des souches 
est d’une importance capitale dans la recherche des _ bactério- 
phages des eaux et particulicrement des bactériophages spéci- 
fiques. La spécificité et la sensibilité sont les deux critéres aux- 
quels ce choix ne doit pas échapper. 

Les souches doivent permettre d’établir la spécificité des phages 
isolés. Seules les souches sensibles exclusivement aux bactério- 
phages Vi permettent d’isoler des phages, témoins indiscutables 
d’une contamination typhique de l’eau prélevée. La souche Sal- 
monella typhi Vi 4 (souche Wollman type Fl) parait, jusqu’a 
présent, en étre un exemple en ce qui concerne l’isolement des 
phages a grandes plages (Guelin [4)). 

La souche idéale devrait étre sensible au plus grand nombre 
connu de bactériophages Vi et insensible au plus crand nombre 
possible de bactériophages non Vi. Une telle souche doit étre 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1956. 


Annales de UVinstitut Pasteur, 92, n° 3, 1957. 295 


370 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


soumise a un controle périodique pour en vérifier la spécificite. 
En pratique, seules les souches satisfaisant aux deux tests sui- 
vants seront retenues : 

1° Elles doivent étre spécifiques, c’est-a-dire non sujeltes a 
l’action de bactériophages autres que les bactériophages V1. 

2° filles doivent étre sensibles, c’est-a-dire avoir un spectre de 
réceptivité trés étendu vis-a-vis des bactériophages Vi. Plus le 
nombre de bactériophages Vi actifs sera grand, plus la souche 
rendra la détection possible. 

En principe, ainsi que le suggére A. Guelin, l’emploi de 
souches d’Eberth Vi appartenant a des lysotypes différents doit 
permettre l’isolement de bactériophages doués de caractéres 
variés. Nous ne saurions prétendre a cela avec une souche étalon 
unique. Nous avons utilisé conjointement : 

a) Les souches locales S. typhi 1.799, type M, désignée par T, 
S. typhi 1.143, type M, désignée par P, S. typhi 312, type F, 
désignée par L; 

b) La souche de collection S. typhi Watson 60 désignée par 
60% 

c) Les souches Ballerup (Lille) et Ballerup (Copenhague) dési- 
gnées respeclivement par B, et B,. 

Nous avons incorporé a nos expériences les souches Ballerup 
en raison de usage qu’en fait Buttiaux [2] 4 Lille pour la détec- 
tion de la pollution éberthienne. Cet usage présume que les eaux 
examinées ne sont pas hautement contaminées par cette entéro- 
bactérie ou par d’autres bactéries ayant des antigénes communs 
avec elle en dehors de Vantigéne Vi. C’est le cas A Lille. Nous 
verrons plus loin que ce ne l’est pas 4 Hanoi. 


II. Points DE PRELEVEMENT. — Deux aspects particuliers a ia 
région ot nous opérons soulignent Vintérét épidémiologique de 
notre enquéte : 

1° Les eaux stagnantes sur les rives des fleuves et les lacs 
représentent un volume considérable. Non moins considérables 
sont les innombrables lacs et mares, d’existence saisonniére ou 
semi-saisonniére, sans désignation géographique, mais non sans 
importance sur ]’état sanitaire. 

2° Une population trés dense vivant dans des conditions 
d’hygiéne défectueuse fourmille au bord de ces eaux stagnantes 
qui recoivent les déjections humaines et servent au lavage des 
aliments ainsi qu’aux ablutions. 

Nos prélévements sont de deux sortes : 

a) Les prélévements opérés en des points fixes au nombre de 
cing : 3 au Fleuve Rouge, 1 au lac Truc Bach, 1 au lac Thuyén 
Quang. De ces cinq points fixes, le cinquiéme est celui au niveau 
duquel la densité de la population est la moins élevée. 
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b) Les prélévements opérés en des points isolés pris au hasard 
dans les étangs et dans les mares. 

Seuls les premiers, effectués en des points et a des intervalles 
de temps constants, permettent l’établissement de graphiques. 


III. MétHope. — Nous nous sommes inspiré de la méthode 
quantitative de A. Guelin [4] par détermination de la plus petite 
quantité d’eau contenant du bactériophage. 

1° L’échantillon d’eau est centrifugé lorsqu’il est trouble, puis 
filtré sur bougie 'L3 petit modéle. Les bougies sont montées soit 
sur fiole de Kitasato, soit sur tube de verre & embouchure laté- 
rale. 

2° 'L’eau esi ensuite distribuée dans une série de tubes d’eau 
peptonée. Ceux-ci aprés répartilion contiennent respectivement 
10 ml, 5 ml, 1 ml, 0,1 ml, 0,01 ml, 0,001 ml de l’eau examinée. 

3° Chaque tube est ensemencé avec V gouttes d’une culture de 
6 heures a 8 heures en bouillon nutritif de la bactérie-test ou du 
groupe de bactéries-tests choisies. 

4° Les tubes sont déposés A l’étuve a 37° durant seize a dix- 
huit heures. 

5° Ils sont ensuite mis au bain-marie 4 56° pendant trente 
minutes pour tuer les bactéries. 

6° L’épreuve définitive est pratiquée sur gélose : dépét sur Ja 
plaque de gélose inoculée avec la bactérie-test puis séchée une 
heure a 87°, des VI gouttes de la série. Chaque boite pourra 
servir a l’analyse de quatre eaux si l’on prend soin de délimiter 
au crayon gras les surfaces correspondantes, c’est-a-dire 24 petits 
carrés sur le centre desquels seront déposées les anses de filtrat. 

Les épreuves sont multipliées autant de fois que le nombre de 
prélévements et de bactéries-tests l’exige. 


IV. Risutrars. — Quatre cent trente échantillons d’eau prove- 
nant d’un fleuve, de lacs, d’étangs et de mares et prélevés dans 
Venceinte de la ville de Hanoi furent examinés de juin 1955 Aa 
juin 1956. Trente lacs, ¢tangs et mares ainsi qu’un fleuve furent 
étudiés en 76 points divers, le nombre de prélévements étant 
variable suivant les lieux considérés. Nous y avons décelé des 
phages typhiques Vi cent quatre-vingts fois, c’est-a-dire dans 
41,8 p. 100 du total des prélévements. 

Dans les graphiques 1, 2 et 3 ci-joints, les résultats sont 
exprimés suivant la méthode de A. Guelin, Punité bactériopha- 
gique correspondant a 20 cm® d'eau. 


Le chiffre 2 indique la présence du bactériophage dans 10 em? d'eau 
Le chiffre 4 indique Ja présence du bactériophage dans 5 cm’ d'eau 
Le chiffre 2.102 indique la présence du bactériophage dans 1 em? d’eau 
Le chiffre 2.102 indique la présence du bactériophage dans 0,1 cm? d’eau 
Le chiffre 2.103 indique la présence du bactériophage dans 0,01 cm? d'eau 
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Grapmigue I. — Variations des teneurs comparées des eaux du Fleuve Rouge 
en bactériophages S$ typhi Vi au cours des mois de décembre 4 mai. 
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Grapmgue If, — Teneur comparée des eaux du lac Truc Bach en bactériophages coli 
et typhiques Vi. 
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Gravingur IN. — Teneur comparée des eaux du lac Thuyén Quang en bactériophages 
coli et typhiques Vi. 
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Le graphique 1 met en évidence les teneurs comparées en 
phages Vi des eaux du Fleuve Rouge en amont, au centre et en 
aval de agglomération. Les trois points considérés sont distants 
de 2 km d’amont au centre et de 3 km du centre en aval. On 
remarque que les résultats positifs augmentent d’amont en aval. 

La pollution de l’eau par S. typhi Vi est donc liée étroitement 
a la proximité de l’habitant et a la densité de la population. 

Le graphique 2 permet de comparer la teneur en phages coli 
et en phages Vi des eaux du lac Truc Bach prélevées en un point 
fixe. Les courbes se suivent assez fidélement et chaque augmen- 
tation du nombre des coli-phages correspond a un clocher (moins 
important) de phages typhiques. On remarque également que le 
leu choisi est particuliérement riche en coli-phages et en phages 
Vi. 

Le graphique 3 est relatif aux eaux du lac Thuyén Quang. ‘La 
teneur en phages Vi y est moins importante et la relation entre 
phages Vi et coli-phages moins évidente. 


DEUXIEME PARTIE. 


ETUDE DES PHAGES ISOLEs. — Aprés avoir décelé la présence 
d’un bactériophage Vi sur nos plaques de gélose, ce qui se traduit 
par une surface vierge limitée 4 l’empreinte de la goutte déposée, 
nous pratiquons cinq isolements successifs a partir d’une seule 
plage, partant du principe qu’une grande plage peut toujours 
masquer la présence d’un phage donnant des plages de plus faibles 
dimensions. On exalte ensuite la virulence des phages jusqu’a 
Vobtention d’une lyse confluente sur la souche génératrice. Nous 
pratiquons généralement trois passages sur bouillon glucosé 4 
2 p. 1000 précédemment ensemencé avec une culture jeune de ia 
bactérie sensible. ‘Les filtrats obtenus sur bougie L3 sont conservés 
a la chambre froide jusqu’au moment de leur emploi. 

Les isolements permettent de constater dans les eaux l’exis- 
tence de phages a plages de dimensions variables. Nous faisons 
les distinctions approximatives suivantes : 


a) Phages & petite plage (P.Pl) : pointe d’épingle 4 0,7 mm de diam. 
b) Phages 4 plage moyenne (M.PIl) : de 0,7 mm 4 1,3 mm. 

c) Phages 4 assez grande plage (A.G.Pl) : de 1,3 mm & 2 mm. 

d) Phages A grande plage (G.Pl) : diamétre supérieur 4 2 mm. 


L’activité des phages typhiques Vi que nous avons isolés a été 
éprouvée sur 56 souches diverses d’entérobactéries : colibacilles, 
salmoneties, shigelles. 

Ce sont : 

1° 4 souches de S. paratyphi A; 2° 4 souches de S. para- 


9 


typhi C; 3° 4 souches de S. typhi murium ; 4° 3 souches de 
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S. paratyphi B ; 5° 3 souches de S. typhi O et H; 6° 19 souches 
de S. typhi Vi; 7° 2 souches de Ballerup ; 8° 12 souches de 
Shigella diverses ; 9° 5 souches d’E. coli. 

Les tableaux I, II, III, IV, V ci-dessous mettent en évidence 
la sensibilité de ces diverses souches vis-a-vis des bactériophages 
que nous avons isolés a l’aide de différentes bactéries-tests, 


Tasteau I. — Activité de 14 bactériophages typhiques isolés a l’aide 
de la souche S. typhi Vi (T). 
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56 Souches éprouvées' 


1° S.paratyphi A (4 souches) 

2° S,paratyphi C (4 souches) 

3° S,typhi purium (4 souches) 

4° S,paratyphi B (3 souches) 

5° S. typhi O et H (3 souches) 
6° S, typhi Vi (19 souches) 

7° Ballerup (2 souches) 

8° Shigella diverses (12 souches) 
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9° E. coli (5. souches) 


LG = lyse confluente; V = activité lytique variable = soit lyse voilée, soit 

nombreuses plages. Les numéros soulignés indiquent les phages  spécifiques. 

Quatre bactériophages n’agissent que sur les souches S. typhi Vi. Ce sont 

2 bactériophages G.Pl (T13, T14), 1 phage A.G.P1 (T11), 1 phage M.PI (T9). 

Les 10 autres bactériophages attaquent de facon variable, les représentants 
des genres Salmonella, Shigella, Escherichia. 


Le tableau I étudie l’activité de 14 bactériophages isolés a l’aide 
de la souche-test T, ce sont : 

2 bactériophages G.Pl: T13, T14; 2 bactériophages A.G.PI : 
Til, T12 ; 7% bactériophages*M:Pl> TI, “T2)a5"T6, Ty tee fo: 
3 bactériophages P.Pl : 13, T4, T10. 

Le tableau II concerne 14 bactériophages isolés 4 l’aide de la 
souche-test P, ce sont : 

3 bactériophages G.Pl: P12, P13, P14; 1 bactériophage A.G.P1: 
P2; 6 bactériophages: M.Pl: 'P1; P5,"P6, (P7, PSyeP0: 4 sbacte- 
riophages ‘P/ Pl Po. “Pa P 10. 

Le tableau III est relatif 4 51 bactériophages isolés a l’aide de 
la souche S. typhi Watson 60, ce sont : 

8 bactériophages G.Pl: W1, W2, W27, W383, W235, W236, 
W40, W46; 12 bactériophages A.G.Pl : W5, W6, W18, W19, 
W20, W29, W230, W381, W234, W41, W42, W49; 10 bactério- 
phages M.Pl: W8, W238, W24, W25, W28, W32, W839, W43, 
W47, W48; 21 bactériophages P.P] : W4, W7, W8, W9, W1O, 
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Tasteau If. — Activité de 14 bactériophages typhiques isolés a4 l’aide 
de la souche S. typhi Vi (P). 


Phages G.Pl | Phages A.G.P1l 


56 Souches eprouvées 
P2 


1° S.paratyphi A (4 souches) 
S,paratyphi C (4 souches) 
S,typhi_murium (4 s.) 
S.,paratyphi B (3 souches) 
S. typhi O et H (3 s.) 
S, typhi Vi (19 ‘souches) 


Ballerup (2 souches) 
Shigella diverses (12.s.) 
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9° E. coli (5 souches) 


LG = lyse confluente; V = activité lytique variable: soit lyse voilée, soit 

nombreuses plages. Les muméros soulignés indiquent les phages _ spécifiques. 

Quatre bactériophages n’agissent que sur les souches S. typhi Vi. Ce sont: 

23 bactériophages G.PI (P12, P13, P14), 1 phage A.G.PI (P2). Les 10 autres 

bactériophages attaquent de facon variable, Jes représentants des genres 
Salmonella, Shigella, Escherichia. 


Yasteau Ill. — Activité de 51 bactériophages isolés a Jlaide 
de la souche S, typhi Watson. 
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56 Souches éprouvées W50]W51 


9 phages(3) 
11 phages (4) 


8 phages(1) 
10 phages (2) 


S. paratypni A (4 souches 
S, paratyphi C (4 souches 
S. typhi murium (4 s.) 

S. paratyphi B (3 s.) 

S. typhi 0 et H (3 s.) 

S. typhi Vi (19 souches) 
Ballerup (2 souches) 


Shigella diverses (12 s.) 
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EB. coli (5 souches) 


(1) 8 phages G.P1 spécifiques de T’antiggne Vi : W1, W2, W27, W 33, W35, 
W36, W40, W46. — (2) 10 phages A.G.P1 spécifiques de l’antigéne Vi: W5, 
W6, W20, W29, W30, W31, W34, W4l, W42, W49. — (3) 9 phages M.P1 
spécifiques de l’antigéne Vi: W3, W23, W24, W235, W32, W39, W43, W47, W48. 
— (4) 11 phages P.P1 spécifiques de l’antigéne Vi : W7, W1l, W14, W17, W2l, 
W22, W26, W37, W 38, W44, W45. — (5) 7 phages P.PI non spécifiques de 
Vantigéne Vi: W4, W8, W9, W10, W12, W13, W15, W16. 
Derniére colonne : au lieu de Plages P.PI, lire Phages P.PI. 
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W1l, W12, W13, W14, W15, W16, W17, W21, Wee, W26, 
W37, W38, W44, W45, W50, W65l. nN 

Le tableau IV met en évidence lactivité de 9 bactério- 
phages P.P] isolés a l’aide de la souche-test L, désignés comme 
soit: Lil. dey Eon 


Tasieau IV. — Activité de 9 bactériophages a petites plages isolés 
a l’aide de la souche S. typhi Vi (L). 


56 Souches éprouvées 


1° S,paratyphi A (4 souches) 
2° S,paratyphi C (4 souches) 
3° S. typhi murium (4 s.) 

4° S.paratyphi B (3 souches) 
5° S.typhi O et H (3 s.) 

6° S. typhi Vi (19 souches) 
7° Ballerup (2 souches) 

8° Shigella diverses (12 s.) 


9° BE. coli (5 souches) 
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Tous les bactériophages isolés a l’aide de la souche test S. typhi Vi (L) sont 

A petites plages. Trois sont spécifiques de l’antigéne Vi (L1, L7, L9) ; les autres 

bactériophages attaquent de facon variable les représentants des 3 genres 
Salmonella, Shigella, Escherichia. 


Le tableau V intéresse : 

6 bactériophages (1, 2, ..... 6) isolés 4 V’aide de la souche B,. 

2 bactériophages (1, 2) isolés a l’aide de la souche B,. 

La lecture des tableaux I, II, II], IV, V met en lumiére les 
qualités propres 4 chacune des souches utilisées pour la détec- 
tion des phages Vi. Dans nos expériences la souche S. typhi 
Watson s’est révélée la plus sensible, permettant Visolement d’un 
grand nombre de bactériophages Vi que les autres bactéries-tesis 
étaient incapables de déceler. Sa spécificité est également bonne, 
ainsi qu’en fait foi le tableau III. 

Par contre, les souches Ballerup ne nous ont pas donné les 
mémes résultats. Tous les phages isolés A partir de ces souches 
sont 4 petites plages et se sont révélés polyvalents, comme le met 
en évidence le tableau V. Nous avons pu constater par ailleurs 
que les eaux de Hanoi sont riches en bactéries du groupe Ballerup 
Bethesda. Ce fait explique qu’on y décéle des phages actifs sur 
Ballerup mais non spécifiques de l’antigéne Vi parce que, semble- 
t-il, développés aux dépens d’antigénes autres que Vi. 
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Tasteau V. — Activité de 8 bactériophages a petites plages isolés 
a l’aide des souches Ballerup Bi, B2. 
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56 Souches éprouvées 


1° S.paratyphi A (4 gouches 
2° S.paratyphi C (4 scuches 
3° S. typhi murium (4 s.) 

4° S.paratyphi B (3 souches 


5° S. typhi 0 et H (3 s.) 


6° S.typhi Vi (19- squches) 


7° Ballerup (2 souches) 


8° Shigella diverses (12 s.) 
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E. coli (5 souches) 


Tous les bactériophages isolés & l’aide des souches Ballerup, BJ, B2, sont a petites 
plages. Aucun n’est spécifique de l’antigéne Vi. 


Comme dans les expériences de A. Guelin les phages a grandes 
plages se sont montrés absolument spécifiques. 

Dans les conditions de nos expériences et avec les souches- 
tests utilisées, on peut dégager une relation statistique entre les 
dimensions des plages et la spécificité des phages de la facon 
indiquée dans le tableau VI ci-dessous. 

Sur 13 bactériophages 4 grandes plages, 13 sont spécifiques. 
Sur 15 bactériophages a assez grandes plages, 12 sont spécifiques. 


Tasteau VI. — Spécificité des bactériophages Vi comparée au 
diamétre des plages. 


Souches - Tests Total et pour= 
Bactériophages - / centage de spé=- 
cificité 


Phages G. Pl 


[—_— 


- Spécitricité 


Phages A.Ge Pl. 7 | 


Spécificité 
Phages M. Pl 


ce 


Spéciricité 


Phages P. Pl 


Spécificité 


o!u 


378 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La proportion diminue ensuite dans le cas des bactériophages 
a plages moyennes puisque, sur un total de 23, 10 seulement sont 
spécifiques et, dans le cas des bactériophages a4 petites plages, 
puisque sur un total de 37, 14 sont spécifiques. 

La taille des plages ne suffit donc pas a présumer de la spéci- 
ficité d’un phage. Il est nécessaire de tester celle-cl comme nous 
Vavons fait de la facon indiquée ci-dessus (tableaux I, II, III, 
IV et V): 


RisuME ET CONCLUSIONS. 


Les bactériophages typhiques Vi ont été recherchés dans les 
eaux comprises a l’intérieur du périmétre urbain de Hanoi pen- 
dant une période d’une année allant du 1% juin 1955 au 1 juin 
1956. 

Quatre cent trente échantillons prélevés ont permis d’étudier 
les eaux d’un fleuve, de 30 lacs et mares du point de vue de leur 
teneur en bactériophages typhiques Vi. La présence de phages Vi 
a été mise en évidence dans 180 échantillons d’eau. La proportion 
de résultats positifs dans le total des prélévements s’éléve a 
41,8 p. 100. La moitié seulement de ces résultats positifs confir- 
ment l’existence de phages spécifiques de l’antigéne Vi. 

Seuls les bactériophages 4 grandes plages se sont montrés 
spécifiques. Pour les autres le pourcentage de spécificité diminue 
avec le diamétre des plages. 

La souche S. typhi Vi Watson s’est montrée la souche la plus 
sensible et la plus spécifique pour Visolement des phages 
typhiques Vi. 

La souche Ballerup ne parait pas appropriée a la recherche 
des bactériophages Vi dans les eaux de Hanoi. 


SUMMARY 


PRESENCE OF VI-PHAGES IN WATERS 
IN THE HANOI REGION. 


The author has studied Vi-phages in water samples from the 
Hanoi region from June 1955 to June 1956. 


430 samples have been taken from a river, 30 from lakes and 
ponds. Vi-phages have been demonstrated in 180 samples. The 
proportion of the total positive results is 41,8 °, half of which 
only are phages specific for the Vi-antigen. 

Only bacteriophages giving large plaques are specific ; with the 
other ones, the percentage of specificity decreases with the dia- 
meter of the plaques. 
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The strain S. typhi Vi Watson has proved the most sensitive 
and the most specific for the isolation of Vi-phages. The strain 


Ballerup does not seem appropriate for the isolation of Vi-phage 
in the waters of Hanoi. 
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LA LEUKERGIE ET SON ROLE DANS L’IMMUNITE 


par Ludwik FLECK (*) 


(Institut Matki i Dziecka, Varsovie) 


Au cours de recherches sur d’éventuels auto-anticorps spéci- 
fiques vis-a-vis des globules blancs, nous avons eu occasion de 
constater, chez des malades atteinis d’affections fébriles, des amas 
leucocytaires n’existant pas dans du sang normal. I] s’agit le 
plus souvent d’amas formés par des granulocytes, les amas de 
lymphocytes étant beaucoup plus rares. Il s’agit, a notre avis, 
d’un état d’activation des globules blancs auquel nous avons 
donné le nom de leukergie : ces leucocytes, en effet, ont une 
mobilité plus grande et une fonction phagocytaire plus active ; 
ils s’accumulent rapidement dans les foyers d’inflammation. Nous 
avons pu constater récemment que les leucocytes en état de leu- 
kergie sont plus riches en ghycogéne et en ferments que les 
leucocytes normaux. Ces leucocytes, cependant, n’apparaissent 
pas seulement au cours des inflammations, mais encore chez !a. 
femme enceinte, chez des sujets ayant subi une hémorragie impor- 
tante ou s’étant livrés a de grands efforts musculaires. La leu- 
kergie est facile &4 provoquer surtout chez le lapin. 


TECHNIQUE DE L’EPREUVE DE LEUKERGIE. 


On préléve, chez ]’animal, 0,8 cm* de sang qu’on mélange 
a 0,2 cm’ de solution de citrate 4 3,8 p. 100 (éviter la formation 
de caillots). Le mélange est mis a l’étuve pendant trois heures, 
aprés quoi il est agité prudemment et on en dépose I goutte 
sur une lame qu’on incline plusieurs fois de différents cotés pour 
bien étaler la goutte ; la lame est ensuite mise a l’étuve jusqu’au 
lendemain. Elle est alors colorée sans fixation avec du bleu de 
méthyléne dilué. On verse l’excés de colorant et on séche la lame 
sans la rincer. La goutte séchée est ensuite couverte d’huile de 
cédre ou de paraffine et examinée a faible grossissement. 

_ On compte 500 a 1000 cellules en mettant A part les cellules 
isolées et les cellules agglomérées (au moins 8 unités par agelo- 


(*) Socisté Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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mérat). Le rapport du nombre de cellules agglomérées pour 
100 cellules comptées exprime le degré de leukergie. On peut 
faire & part des comptes de ce genre pour les granulocytes, les 
lymphocytes et les monocytes pour obtenir la formule leuker- 
gique pour chacun de ces types de cellules. Le degré de leukergie 
peut varier entre 40 et 60 p. 100 dans différents états patholo. 
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Fic. 1. — Epreuye leukergique négative. Faible grossissement. 


giques ; 11 atteint rarement 80 a 90 p. 100. Chez les sujets nor- 
maux, les cellules agglomérées ne dépassent jamais 3 4 5 p. 100. 


Au cours de la grossesse on peut observer des leukergies altei- 
egnant 40 p. 100. 


TRAITS CARACTERISTIQUES DE LA LEUKERGIE. 


Toute agglomération de leucocytes ne signifie par leukergie. 
La formation d’amas leukergiques n’est pas un phénoméne 
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sérologique : il n’est pas da a des agglutinines. D’autre part, des 
i : eee : 
leucocytes normaux ne subissent pas d’agglutination dans du 
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Fic. 2. — Epreuve leukergique positive. Faible grossissement. 
Fic. 3. — Epreuve leukergique positive. Gossissement plus fort. 
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plasma de sang leukergique, alors que des leucocytes leuker- 
giques s’agglutinent dans du plasma normal exactement comme 
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dans du plasma de sang leukergique. L’agglomération leuker- 
gique, en effet, est due a une modification des leucocytes eux- 
mémes : il s’agit d’un phénoméne cellulaire et non humoral. 
‘Les leucocytes leukergiques ne s’agglomérent pas seulement les 
uns aux autres mais adhérent plus fortement que des leucocytes 
normaux aux parois de verre. Les amas leukergiques se forment 
au hasard des rencontres des cellules adhésives. Le mouvement 
amiboide des leucocytes ne joue aucun réle dans le phénoméne 


Fic. 4. — Amas leukergique de granulocytes. 
On yoit les liaisons (ponts) protoplasmiques. 


et il ne s’agit pas non plus d’un altrait réciproque spécial entre 
ces cellules. En général, les agglutinations ont lieu entre cellules 
du méme type. D’autre part, les granulocytes leukergiques 
s’agglomérent trés souvent aux thrombocytes, ce que les lympho- 
cytes ne font jamais. 

Les degrés d’adhésivité entre les leucocytes leukergiques varient 
avec leurs causes: ils sont plus élevés au cours des maladies 
fébriles aigués qu’au cours des maladies chroniques (tuberculose 
par exemple) ou de la grossesse. Au microscope 4 contraste de 
phase on peut apercevoir les pseudopodes qui unissent les diffé- 
rentes cellules et qui peuvent atteindre une longueur dépassant le 
diamétre de la cellule. 

Les cellules leukergiques agglomérées gardent leurs mouve- 
ments amiboides et peuvent se disperser aprés une courte période 


d’agglomération. 
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L’adjonction de calcium au sang citraté accéleére considérable- 
ment l’agglomération des leucocytes leukergiques. La solution 
citratée semble retarder ou méme inhiber l’agglomération des 
leucocytes leukergiques. 

Une solution de NaCl dépassant 2 p. 100 ou une temperature 
de plus de 46° inhibe Vagglomération leukergique, inhibition 
d’ailleurs réversible. 

Si la leukergie apparait avant tout au cours de maladies infec- 
tiouses fébriles, on lobserve également, comme nous l’avons déja 
dit, chez la femme enceinte a partir du quatriéme ou cinquiéme 
mois et jusqu’au deuxiéme mois aprés Vaccouchement, a la suite 
dune hémorragie (de 250 & 300 em* chez homme, de 15 4 20 cm® 
chez le lapin), apres de gros efforts musculaires, une crise d’épi- 
lepsie, une séance d’ électro- choc, une opération chirurgicale, une 
vente ne rae et, enfin, chez le nouveau-né 4 la suite du trau- 
matisme de Vaccouchement. On peut provoquer artificiellement, 
chez le lapin, une leukergie par une injection intraveineuse de 
50 a 100 millions de germes tués (E. coli, Proteus vulgaris ou 
X19, Salmonella). Les germes Gram-positifs sont moins actifs, 
sous ce rapport, que les Gram-négatifs. Une dose de pyogéne de 
10 4 15 wg agit rapidement et intensément. On peut encore provo- 
quer la leukergie au moyen du « Leukocytosis promoting factor » 
de Menkin ou de toxines microbiennes actives inflammatoires. 
Enfin, on peut provoquer la leukergie par une injection intra- 
ple urale ou intrapéritonéale d’huile de térébenthine (0,5 a 1 em*) 
ou en injectant dans Je péritoine une quantité assez importante 
de solution de NaCl ou de bouillon. Le cobaye présentant habi- 
tuellement une leukergie spontanée, on ne peut pas se servir de 
cel. animal pour les recherches sur la leukergie expérimentale: 


La leukergie n’est pas obligatoirement accompagnée de leuco- 
cytose. D’autre part, une leucocytose peut se produire indépen- 
damment de Ja leukergie. 


On peut observer les agglomérats leukergiques in vivo chez 
Vhomme dans la conjonctive au moyen d’une lampe a fente, dans 
Poreille d’une souris 4 l’aide d’un capillaroscope et dans I’ oreille 
du lapin par biopsie et congélation immédiate du prélévement. 


Aprés l’injection intraveineuse au lapin de microbes tués, ‘a 
réaction se déroule de la facgon suivante : durant trente minutes, 
leucopénie progressive atteignant 2000 par millimétre cube et se 
maintenant 4 peu prés trois heures; par la suite, le nombre des 
leucocytes augmente et atteint dans les heures qui suivent 
15-20 000 par millimetre cube. La leucocytose persiste deux 
ou trois jours. 

L’épreuve de la leukergie devient positive immédiatement avant 
ou en méme temps que la leucocytose. Au début, on note 
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10-15 p. 100 de granulocytes adhésifs, ensuite 80-40 p. 100 et 
enfin 60 a 80 p. 100. Au bout de deux ou trois jours le nombre 
de globules adhésifs diminue, puis redevient normal (0-3 p. 100) 
le troisitme, quatriéme ou cinquiéme jour. Par conséquent, la 
leukergie persiste un certain temps aprés la disparition de !a 
leucocytose, pour disparaitve en méme temps que la granulocytose 
relative. I] s’agit apparemment de |’élimination des granulocytes 
adhésifs. 

Au cours de la période de leucopénie (une heure environ aprés 
Vinjection et deux ou trois heures avant le début de la réaction 
leukergique), on trouve dans le sang périphérique des granulo- 
cyles présentant une réaclion au glycogéne tres fortement posi- 
five (Hotchkiss-MacManus). A l’état normal, il existe de 2 a 
3 p. 100 de granulocytes faiblement positifs sous ce rapport ; 
lorsque la leukergie commence, leur nombre alteint 8-10 p. 100, 
il s’acroit durant quatre a cinq heures (cette augmentation des 
granulocytes riches en glycogéne se traduit par leur coloration 
intense) et alteint 80 p. 100 environ; il diminue ensuile pour 
redevenir normal vingt heures environ aprés Vinjection. A ce 
moment, l’épreuve leukergique demeure fortement positive et la 
leucocytose se maintient 4 des taux élevés. 

A l’état normal, dans la moeile osseuse du lapin, 3-4 p. 100 
des granulocytes se colorent plus ou moins fortement par leur 
richesse en glycogéene. Trente 4 soixante minutes apres linjec- 
tion intraveineuse de germes tués, ce pourcentage s’éléve, paral- 
létement & Viapparition d’autres symptémes d’excitation médul- 
laire, et au bout de trois a quatre heures atteint 80-90 p. 100, 
alors que la coloration devient trés intense, surtout pour les gra- 
nulocyles & noyau segmenté. Le Jendemain, le pourcentage des 
ecllules positives au glycogéne redevient normal. 

Le pourcentage des cellules glycogéno-positives dans le sang 
augmente en méme temps qu’apparait une granulocytose rela- 
live; i] s’agit bien, semble-t-il, d’une mobilisation de nouveaux 
granulocytes et non d’une formation de glycogéne dans les granu- 
locytes normaux. La granulocytose devient encore plus marquée 
lorsque l’épreuve leukergique devient positive. La formule rede- 
vient normale (retour 4 la lymphocytose relative) en méme temps 
que disparait l’adhésivité leukergique (le troisi¢me, le qualriéme 
ou le cinquiéme jour), longtemps aprés la disparition de la réac- 
tion au glycogéne, qui rétrocéde a partir de la vingtiéme heure. 

On peut donc admettre, qu’aussildt aprés Vinfection stimulante, 
les leucocytes riches en glycogéne apparaissent, d’abord dans ta 
moelle osseuse et ensuite dans la circulation périphérique, ame- 
nant au bout de deux ou trois heures |’épreuve leukergique 
positive. Quelques heures aprés, Ja teneur en glycogéne des 


Annales de Uinstitut Pasteur, 92, n° 3, 1957. 26 


386 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


leucocytes diminue, alors que leur tendance adhésive augmente. 
Le lendemain, alors qu’on ne trouve plus de glycogéne dans les 
leucocytes, leur adhésivilé persiste et elle dure jusqu’au moment 
de Jeur disparition de la circulation (au bout de deux a quatre 
jours). 

D’une facon générale, le test leukergique n’est positif que deux 
i trois heures aprés l’apparition des leucocytes a glycogéne ; il 
se peut cependant que l’adhésivité des leucocytes s’installe plus 
lot in vivo. En effet, les leucocytes a glycogéne s’accumulent, 
pendant la période de leucopénie, au niveau de la petite circula- 
tion, ott ils adhérent a l’endothélium des vaisseaux a petit calibre 
(voir plus loin). De plus, le pouvoir de phagocytose, dont font 
preuve ces leucocytes, se révéle augmenté trés précocement et 
cette augmentation est vraisemblablement en rapport avec l’adhc- 
sivité de la surface. L’augmentation de la teneur en glycogéne 
nest pas due a la dégénérescence, comme |’admettent certains 
auteurs, el ne représente pas « une modificalion du métabolisme 
des leucocytes par des substances microbiennes » (Hoff et Mach- 
mann). On la retrouve, en effet, aprés une hémorragie ou au 
cours de la grossesse, c’est-i-dire en absence de toute influence 
microbienne. Les leucocytes 4 glycogéne sont doués d’un mou- 
vement plus vif que les leucocytes normaux et leur phagocytose 
est plus intense. Comme nous venons de le dire, leur charge 
accrue en glycogéne s’épuise en quelques heures, alors que 
Padhésivité persiste Jusqu’a la fin de leur vie. 

Plusieurs auteurs (Valentine, Follette, Lawrence, 1953 ; Wach- 
stein, 1946; Dempsey-Wislocki, 1946, elc.) signalent l’augmen- 
tation de la phosphatase alcaline dans les « leucocytes infec- 
tieux » ou dans les « états inflammatoires ». Nos recherches cyto- 
chimiques par la méthode de Gomori, modifiée par Wachstein, 
ont montré que dans les leucocytes du lapin l’augmentation de 
la phosphatase alcaline s’installe presque simullanément avec 
laccroissement du glycogéne. Toutefois, contrairement au glyco- 
géne, cette quantité accrue de phosphate ne disparait pas au 
bout de plusieurs heures, mais persiste durant toute la période 
de la leukergie. Nous poursuivons nos recherches cytoehimiques 
sur d’autres composants et tout porte A croire que la liste des 
caractéres parliculiers des leucocytes leukergiques s’allongera 
encore. Valentine signale une baisse de la teneur en histamine 
des « leucocytes inflammatoires ». 


Tous ces faits montrent que les leucocytes leukergiques cons- 
tituent des cellules distinctes, qu’ils sont engendrés comme tels 
au cours de la leucopoiése, qu’ils présentent des caractéres struc- 
turaux et métaboliques spécifiques et par conséquent sont appelés 
a remplir des taches physio-pathologiques distinctes. 
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Rove FONCTIONNEL DE LA LEUKERGIE. 


La leukergie est en rapport avant tout (bien que non exclusi- 
vement) avec les processus inflammatoires, méme de faible enver- 
gure, comme Vabcés ou l’érytheme apres irradiation aux rayons 
ultra-violets. ‘La leukergie apparait au cours de la gestation, en 
méme temps qu’augmente le pouvoir bactéricide du sang (Miller 
et Whitaker, 1929; Jungblut et Bailly, 1939, et d’autres), La 
leucocytose, l’augmentation des globulines dans le sang, la 
prohfération du systéme réticulo-endothélial sont d’autres symp- 
tomes de la mobilisation anti-infecticuse accompagnant la 
grossesse. 

La leukergie s‘installe aprés une hémorragie de quelque impor- 
lance, quand la régénération du sang va de pair avec l’aclivation 
anli-infectieuse du systéme leucocytaire. 

On remarque l’analogie existant entre l'état de mobilisation 
anti-infecueuse au cours des infections locales, de la gestation 
et apres les hémorragies. 

Un gros effort musculaire, une crise d’épilepsie, de méme que 
le choc électrique liberent de Vhistamine, qui pourrait jouer, 
comme cause de la leukergie, un réle comparable a celui des 
états inflammatoires. L’introduction d’air dans les ventricules 
cérébraux, par une action directe sur les centres diencéphaliques, 
pourrait provoquer une leucocytose leukergique et de la tempé- 
rature. 

Ces considérations permettent de poser le probleme du rdle 
des leucocytes Jeukergiques dans Vimmunilé. Nos expériences 
montrent : 1° quwils sont plus mobiles que les leucocytes nor- 
maux; 2° que leur pouvoir phagocytaire est plus intense ; 
3° qu’ils ont tendance A s’accumuler dans les foyers inflamma- 
toires et dans certains organes jouant un role dans limmunité, 
notamment le poumon et la rate. 

Nous avons examiné sur lame le pouvoir migrateur des leuco- 
cytes d’aprés la méthode décrite par Martin, Middlebrook, Pierce 
et Dubos. Généralement, la limite de migration des leucocytes 
aprés vingt heures de séjour 4 Vétuve forme un tracé bien défini 
et la distance a partir du point de départ, c’est-a-dire 4 partir 
de la couche des érythrocytes, est facile 4 mesurer. Cette distance 
représente l’indice de migration. Pour le sang non leukergique 
du lapin, elle est de 1,6 + 0,49 mm (moyenne de 17 expé- 
riences), alors qu’elle est de 2,6 + 0,84 mm pour le sang du 
lapin faiblement leukergique (moyenne de 6 expériences) et de 
3,3 + 1,21 mm pour le sang du lapin nettement leukergique 
(moyenne de 19 expériences). La différence entre les moyennes 
du sang nettement leukergique ect du sang non leukergique se 
chiffre par 1,7 + 0,29 mm; elle est donc significative. Si l’on 
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fait le calcul pour 1000 leucocytes, en divisant les chiffres 
ci-dessus par la moyenne du nombre des milliers de leucocytes, 


on obtient : pour le sang non leukergique, ay 7 0:20 mm 


par 1000 leucocytes; pour le sang faiblement leukergique, 


= 0,22 mm par 1000 leucocytes; pour le sang fortement 


so~ 


11,8 
3,3 
leukergique, 139" 0,25 mm par 1 000 leucocytes. 
Oe 


Afin de mieux étudier le rapport entre notre indice de migra- 
tion et la leucocytose au cours de la leukergie, nous avons 
comparé les indices pour le sang dilué de moilié ou au tiers par 
son propre plasma avec les indices du sang non dilué. Nous 
avons constaté que dans le sang dilué de moitié Vindice a diminué 
seulement de 11 p. 100 en moyenne pour le sang leukergique. 
Dans le sang leukergique dilué au tiers, Vindice n’est inférieur 
que de 25 p. 100 a celui du sang non dilué. Dans certains cas de 
leukergie (accompagnée d’une intense leucocytose), les indices 
pour le sang dilué se révélent supérieurs & ceux du sang non 
dilué, ce qui laisse supposer que les leucocytes peuvent mutuel- 
lement inhiber leur mobilité au cours d’une forte leucocytose. 
La différence entre la mobilité des leucocyles leukergiques et 
celle des non leukergiques serail, par conséquent, plus considé- 
rable que celle que révélent nos expériences. ‘La comparaison 
entre Vindice de la mobilité, de la leucocytose et de la leukergie, 
chez certains lapins, montre que la mobilité est paralléle a celle 
de la leukergie, mais que la phase de la leucocytose a une plus 
courle durée que celle de la leukergie et de la mobilité accruc. 

Il faut s’attendre & ce que l’adhésivité de la surface des leu- 
cocytes devrait favoriser Vadhérence des microbes et, par 
conséquent, accentuer la phagocytose (on sait que |’ opsonine 
augmente ladhésivité de la surface microbienne). 

Pour établir Pindice phagocytaire selon la technique de Wright, 
nous avons mis des leucocytes de lapins, rendus leukergiques 
par une injection intraveineuse de colibacilles tués, en présence 
de staphylocoques blancs (en utilisant des colibacilles pour cette 
derniére épreuve, la phase négative dans laquelle se trouvent les 
lapins immunisés contre ces mémes germes masque durant cing 
é six jours toute tendance phagocytaire). 

Voici la moyenne de huit expéricnces : 


Indices phagocytaires : 
Leucocytes normaux, plus sérum (sang prélevé chez les lapins 
avant Vinjection de colibacilles tués), plus staphylocoques 
IETS Cub moc bole oelontre ara agte: state tress FOG rs bask 5 olocente Gomoce lets 
Leucocytes lJeukergiques, plus le méme sérum, plus staphylo- 
coques’ “Hlancsl™=.,.5 Minera exscameetare ac ere ae et reer eran oe eorcte 9,38 
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Les leucocytes leukergiques provenaient d’une prise de sang 
quelques heures aprés l’injeclion intraveineuse de colibacilles tués. 
Nous avons rendu, d’autre part, 6 lapins leukergiques en leur 
injectant le « leucocytosis promoting factor » de Menkin. En 
procédant comme pour lexpérience précédente, mais en établis- 
sant l’indice phagocytaire séparément pour les leucocytes leuker- 
giques isolés ou groupés par 2, 3 ou plus, nous avons trouvé 
les chiffres moyens suivants : 
Indices phagocytaires : 
Léucocytes normaux, plus sérum normal, plus staphylocoques 
PLATA CS ter mete erate cece ues eee ect sounteya ties Welaye ayatiore tush Geet neater ere ee 
Leucocytes leukergiques, plus le méme sérum normal, plus sta- 
phylocoques blancs : 


{ey Rt OS AR Ona CMTE ILI SERIE REA, ee nt em SAV eee 16,0 
Groupes pals 2, arayestyos htc ias crac mers ie matter eetaet ls cnuetons 20,4 
GrouUpeSmpal, oO OW DLUS sate eit telesales el oer acicreromters 31,6 


En agitant légérement le mélange Jeucocytes-sérum-microbes 
au bain-marie, on trouve des indices de phagocytose supériecurs. 


ro 


Voici les résultats moyens de 5 expériences (température 89°) : 


Leucocytes normaux + sérum + staphylocoques ............... 34,4 
Leucocytes leukergiques + le méme sérum + staphylocoques .. 88,7 
Dont : 
PourmlesmlencouytesmiSOlGs tye ecsetateriay oyctc-z lakers caver terevatiey es rete U3 
Pour les agglomérats de leucocytes ........-.0.+++---0% 106,7 


Chez les lapins en ¢état de leukergie, on voit en moyenne 
environ 70 p. 100 de granulocytes agglomérés. Parmi les leuco- 
cytes isolés, il y en a certainement de non Jeukergiques ct c’est 
pourquoi Vindice de phagocylose des leucocytes isolés est infé- 
rieur A celui des leucocytes agglomérés. Souvent, méme sans 
faire de numérations, on est frappé par le grand nombre de 
microbes phagocylés par les leucocytes agglomérés ct le petit 
nombre des microbes phagocytés par les leucocytes isolés. 

L’indice classique de phagocytose révéle non seulement une 
prédominance considérable des phagocytes leukergiques, mais 
encore un pourcentage de phagocytes beaucoup plus élevé dans 
le sang du méme animal aprés qu’avant I’injection de colibacilles 
leukergisante. En moyenne, dans nos expériences, le rapport 
entre granulocytes non phagocytants leukergiques et non leuker- 
siques est de 1,6 36,4. 

La phagocytose au cours de la leukergie se trouve sans doute 
sous l’influence des agglomérats de plaquettes qui enrobent les 
microbes (phénoméne de Rieckenberg et Kritchewski). Les leuco- 
cytes leukergiques, en effet, tendent 4 adhérer aux amas_pla- 
queltaires, contrairement aux leucocytes normaux et peuvent 
ainsi phagocyter les germes qu’entourent ces derniers. On peut 
suivre ce phénoméne sous le microscope, en mélangeant au sang 
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leukergique cilraté une suspension de germes Gram-négalifs. 
On verra bientot la majeure partie des microbes entourés d’agglo- 
mérats plaquettaires, auxquels se joignent les leucocytes leuker- 
giques. * 

Nous avons étudié les variations du pouvoir bactéricide du 
sang d’un méme animal a l’état de leukergie et 4 l'état non leu- 
kergique. Dans ce but, 1 ml de sang citraté d’un lapin normal 
(épreuve leukergique négative) est mélangé a une cerlaime quan- 
tité de suspension de staphylocoques vivants; le mélange est 
agité avec douceur au bain-marie 4 39° durant une demi-heure. 
Une quantité déterminée de ce mélange est ensemencée sur gélose 
en boite de Petri. Nous avons répété la méme expérience avec 
1 ml de sang citraté, prélevé au méme lapin deux heures aprés 
injection du « leukocytosis promoting factor » de Menkin (épreuve 
leukergique nettement positive). Le nombre de colonies déve- 
loppées est réguliérement plus grand a partir de sang non leu- 
kergique qu’a partir de sang leukergique. Comme il y a géné- 
ralement une leucocytose dans le sang leukergique, nous avons 
dilué de moitié le sang leukergique avec son propre plasma pour 
conserver la méme composition humorale et diminuer en méme 
temps de moitié la densité cellulaire. Voici les résultats moyens 
de neuf expériences : 


Sang normal (épreuve leukergique négative) : nombre moyen des leucocytes, 9 788, 
dont 4 410 granulocytes ; quantité moyenne des colonies, 238,5. 

Sang leukergique (non dilué): nombre moyen des leucocytes, 13 722, dont 
9953 granulocytes ; quantité moyenne des colonies, 88,1. 

Sang leukergique (dilué de moilié dans le plasma, résultats moyens de 7 expé- 
riences) : nombre moyen de leucocytes, 6935, dont 5 214 granulocytes ; quantité 
moyenne des colonies, 134. 


Le sang leukergique a done un pouvoir bactéricide plus élevé 
qui n’est pas da a des facteurs sérologiques, mais cellulaires. 
Dans les échantillons du sang leukergique nous n’avons trouvé 
que 60 a 70 p. 100 de granulocytes adhésifs ; le pouvoir bacté- 
ricide calculé par granulocyte adhésif serait encore plus en faveur 
du sang leukergique. 

Nous avons ultéricurement constaté que les animaux infectés 
en état de leukergie sont plus résistants que les témoins. Nous 
avons infecté des lapins leukergiques et non leukergiques par 
vole intraveineuse avec des pneumocoques et par voie intrapéri- 
tonéale avec des staphylocoques dorés. La durée de survie, V’évo- 
lution de la maladie, l’étendue des lésions trouvées 2 lautopsie 
témoignent en faveur des animaux leukergiques. 


Il nous reste 4 décrire un phénoméne qu’on observe chez 


> ae , . . 

animal en état de leukergie et dont l’importance, pour la défense 
anti-infectieuse, semble indéniable. Il s’agit de l’accumulation des 
leucocytes leukergiques dans certains secteurs de Vorganisme, 
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provoquée par leur adhésivité. On a plusieurs fois attiré Vatten- 
tion sur le rdle de Vadhésivité des leucocytes pour leur accumu- 
lation aux parois de vaisseaux sanguins et leur diapédése vers 
un foyer inflammatoire. A. Krogh écrit: « When the tissue is 
in the state of inflammation the white corpuscles become defi- 
nitively adhesive to the vessel walls. » I. H. Dibble et Th. Davis 
éerivent : « As the inflammatory changes progress these mar- 
ginal leukocytes appear to become especially adhesive and tend 
to stick to the wall. » 

W. Barry Wood et coll. ont observé, & l'aide de leur « ear 
chamber technique », le comportement de germes inoculés dans 
la veine marginale de l’oreille du lapin. Il nous semble que leurs 
constatations se rapportent & des phénoménes  leukergiques. 
Wood parle de la « mobilisation des leucocytes » qu’il concoit 
comme une modification fonctionnelle des leucocytes, ceux-ci 
développant une activité amiboide seulement aprés étre devenus 
adhérents a Vlendothélium vasculaire. Toutefois, Wood n’en 
«a pas conclu que nous sommes en présence de leucocytes spé- 
claux, produits par les organes leucopoiéliques sous l’influence 
dun stimulant adéquat. Ce sont l’épreuve leukergique et la 
méthode d’examen cytochimique du sang et de la moelle osseuse 
(jul Imposent cette conception. 

Les recherches de Ch. A. Stetson sur le phénoméne de Shwartz- 
man ont montré que l’injection préparante intradermique modifie 
les parois des vaisseaux dermiques de telle fagon qu’on voit 
les leucocytes du courant sanguin « adhérer a l’endothélium de 
ces vaisseaux et souvent en voie de diapédése ». D’aprés Stetson, 
la paroi vasculaire acquiert de l’adhésivité 4 cause « d’une impor- 
tante glycolyse aérobie », ce qui provoquerait une infiltration 
leucocytaire périvasculaire. La deuxiéme injection intraveineuse 
provoquant l’apparition du phénoméne de Shwartzman entraine 
incontestablement la leukergie. La leucopoiése inflammatoire 
déverse dans le sang circulant des leucocytes adhésifs, qui 
s’accumulent avant tout au niveau du derme ayant subi linjec- 
tion préparante, et dont les vaisseaux se distinguent par l’adhé- 
sivité accrue de leur endothélium. C’est ainsi que prennent nais- 
sance les thrombus vasculaires caractéristiques. Le phénoméne 
de Shwartzman représente un modéle de la réaction anti-infec- 
tieuse aprés invasion microbienne a travers la peau. L’augmen- 
tation de l’adhésivité des endothéliums vasculaires au niveau du 
foyer et des leucocytes leukergiques est due, probablement, au 
méme processus chimique. I] se peut qu’elle résulte de la modi- 
fication du métabolisme hydrocarboné des cellules correspon- 
dantes. Le role de l’adhésivité est clair : elle provoque une rapide 
accumulation des phagocytes dans un endroit menacé. Tout au 
début, prés des parois vasculaires 4 adhésivité prononcée viennent 


392 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


s'accumuler les leucocytes normaux, puis au bout de quelques 
dizaines de minutes, les leucocytes leukergiques adhésifs ; au 
niveau du foyer inflammatoire on n’observe que des leucocytes 
’ glycogéne. Si le foyer se trouve dans la cavité péritonéale 
(irritée par exemple par une injection d’eau physiologique), on 
constate facilement V’adhésivité accrue de ces leucocytes. 

Sans vouloir nier l’intérét de la « leucotaxine » de Menkin, 
il nous semble cependant difficile d’admettre qu'une activité 
chimiotactique quelconque puisse provoquer le passage actif si 
rapide des leucocytes & partir du courant sanguin, d’autant plus 
qwils s’y trouvent sous leur forme sphérique, incapable de mou- 
vements immédiats. Par contre, l’adhésivité constitue une pro- 
priété favorisant la séparation promple de certains éléments 
a partir du mélange hétérogéne que représente le sang. Vraisem- 
blablement, le chimiotactisme n’agit que plus tard, lorsque les 
phagocytes adhésifs ont adhéré aux parois vasculaires 4 lendroit 
qui a subi lirritation et prennent une forme étalée, capable de 
mouvement actifs. 

On sait depuis longtemps qu’aussit6t aprés Vinjection intra- 
veineuse de microbes ou d’une autre suspension corpusculaire 
ou colloidale (fer colloidal, protéines, colorants, encre de Chine) 
apparait une leucopénie périphérique. Les leucocytes s’arrétent, 
en grande quantité, au niveau de la petite circulation. Ce fait, 
connu depuis 1901 (Levaditi) a été confirmé par Menkin (1946), 
Weisberger (1949), Bierman et coll. (1950), Stetson (1951), Fleck 
et Stein (1951), puis en 1955 par marquage des leucocytes par 
la quinacrine (L. Lissac, G. Mathe, M. Boiron et Jean Bernard). 

D’apres nos recherches chez l’animal en état de leucopénie, 
les granulocytes et les lymphocytes s’accumulent dans les pou- 
mons et disparaissent de la grande circulation, surtout les cellules 
leukergiques, ce qui entraine la chute du degré de leukergie, par 
exemple de 70-80 p. 100 a 0 p. 100. En méme temps, on constate 
une modification de la formule sanguine, due a la diminution du 
pourcentage de la variété des leucocytes leukergiques. On pour- 
rait provoquer leur réapparition dans la circulation en pratiquant 
une injection d’adrénaline (Fleck et Stein, Bierman)  suiviec 
presque immédiatement d’une augmentation passagdre du nombre 
des leucocyles circulants, d’un retour a Vancienne formule san- 
guine et a l’ancien degré de leukergie. 

Par coloration cytochimique du glycogéne et de la phosphatase 
alcaline dans les coupes de tissu pulmonaire, aprés injection de 
microbes, on voit que dans le poumon viennent s’accumuler 
presque exclusivement les cellules positives, c’est-da-dire leuker- 
giques. L’arrét des leucocytes leukergiques au niveau des pou- 
mons et les effets de cet arrét peuvent étre étudiés sur deux lapins 
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en parabiose, reliés par une ccelo-anastomose ; l’association doit 
se résumer 4 l’union des capillaires et a la communication des 
deux cavités péritonéales. Lorsque, & un de ces lapins, on fait 
une Injection intraveineuse de microbes vivants, la réaction est 
celle dun lapin ordinaire : au début s’installe une leucopénie, 
suivie (au bout de trois 4 cing heures) d’une leucocytose leuker- 
gique. Durant la premiére heure, les microbes peuvent ¢tre aisé- 
ment isolés 4 partir du sang. L’ autre parabion réagit de facon 
différente : aussitot (trente minutes environ) aprés linjection 
effectuée au premier lapin, apparait une leucocytose leukergique, 
alors que la phase leucopénique fait complétement défaut : cette 
leucocylose peut atteindre le niveau, exceptionnel chez le lapin, 
de 50000 a 70000 par millimetre cube. Généralement, on 
marrive pas a cultiver les microbes a partir du sang de ce 
deuxiéme lapin. A l’autopsie du premier lapin, on constate l’arrét 
des leucocytes et des microbes libres ou phagocytés au niveau 
des poumons. Chez le deuxiéme lapin, on ne trouve ni leucocytes 
ni microbes arrétés dans les vaisseaux de la petite circulation 
el, par conséquent, la leucocytose périphérique est tres élevée. 
On peut en déduire que la barriére pulmonaire du premier lapin 
joue un role protecteur anti-infectieux pour les deux animaux et 
que son pouvoir filtrant est déclenché par Vaction directe de la 
suspension microbienne, alors que la leucopoiése leukergique 
reléve d’un autre cieur stimulant qui, lui, est secondaire ct 
pénétre facilement dans l’organisme du deuxiéme lapin. Il s’agit 
peul-étre du « leukocytosis promoting factor » de Menkin, déce- 
lable dans le sang du lapin pendant la phase initiale de la 
leukergie. 

‘Le role protecteur anti-infectieux de la petite circulation appa- 
rait clairement, lorsqu’on introduit des bacilles de Koch virulents 
en injection intraveineuse, car on les voit accumulés ect phago- 
cytés au niveau de la petite circulation, alors qu’au bout de vingt- 
quatre heures on peut les cultiver facitement a partir des eaux 
de lavage de la trachée et des bronches, ce qui prouve leur péné- 
tration dans les alvéoles pulmonaires, d’ott ils peuvent étre 
expulsés avec Jes mucosités. L’arrét au niveau des poumons des 
corps étrangers et leur phagocytose ont fait l’objet des deserip- 
tions de nombreux auteurs. Comroe parle de la « detoxication 
and sequestration function of the lung ». Le mécanisme de l’arrét 
pulmonaire n’est pas encore élucidé. Les auteurs (Bierman, 
Menkin, Comroe) émettent différentes hypothéses. I est possible 
qu’intervienne une rapide augmentation de l’adhésivité de l’endo- 
thélium des vaisseaux pulmonaires, analogue a l’accroissement 
de l’adhésivité des leucocytes leukergiques. 

Quoi qu’il en soit, il est incontestable que l’adhésivité leuker- 
gique des leucocytes joue un réle important dans l’accumulation 


394 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


des leucocytes au niveau du poumon; phénoméne de grande 
importance pour ja défense anl-infecticuse. 


Resume. 


L’auteur passe en revue les résultats de recherches effectuées 
par lui et par ses collaborateurs : D. Borecka, I. Lille-Szyszkowicz, 
Z. Murczynska, B. Narbutowicz, W. Stein, J. Szcezygielska. Cet 
exposé ne traile pas de la possibilité de Vapplication de l’épreuve 
leukergique en clinique. 

Dans différents états infectieux et inflammatoires, de méme que 
dans certains étals de danger accru d’infection, comme par 
exemple apres une hémorragie ou au cours de la grossesse, appa- 
raissent dans le sang des leucocytes particuliérement riches en 
glycogéne et en certains ferments; ils présentent une augmen- 
tation de lVadhésivité et une tendance a Vagglomération. A ce 
phénoméne a été donné le nom de « leukergie », c’est-a-dire acti- 
vation du systéme ijeucocytaire, car il est apparu que les leuco- 
cytes leukergiques sont doués de mouvements plus actifs et que 
leur pouvoir phagocytaire est plus intense que celui des leuco- 
cytes normaux. Leur adhésivité joue un grand rdle dans leur 
déplacement vers le foyer inflammatoire et vers la petite circula- 
lion ott ils remplissent un role protecteur particuliérement impor- 
tant. Ils contribuent notamment a l’élimination des germes patho- 
genes par les mucosités. 


SUMMARY 
LEUKERGY AND ITS ROLE IN IMMUNITY. 


The author summarizes the results obtained by him and _ his 
coworkers : Borecka, Lille-Szyszkowicz, Murezynska, Narbu- 
towicz, Stein et Szcszygielska. 

In certain infectious and inflammatory conditions, or when an 
infection may easily happen (as for instance after an haemorrhage 
or during pregnancy), leucocytes which are specially rich in ly- 
cogen and in certain enzymes appear in the blood; besides, 
ther adhesiveness and their tendency to agglomerate are increased. 

This phenomenon Nas been called « ioukerey », that is to say 
« activation of the leucocytary system ». The mobility and the 
phagocytic power of leukergic leucocytes are greater than those 
of normal leucocytes. 

Their adhesiveness plays a great part in their movement towards 
the inflammatory focus and the pulmonary circulation, where 
they have a very rates: protective action; they contribute 
to the elimination of pathogenic germs by mucus. 
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The paper does not deal with a possible clinical application of 
leukergic reactions. 
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SUR LA FORMATION D’ENZYMES RESPIRATOIRES 
CHEZ UN MUTANT D’ESCHERICHIA COLI 
STREPTOMYCINO-RESISTANT 
ET AUXOTROPHE POUR L’HEMINE 


par Mirko BELJANSKI et Monique BELJANSKI (°) 


(Institut Pasteur, Service de Biochimie cellulaire) (**) 


INTROPUCTION. 


Dans le présent mémoire nous décrivons les propriétés d'un 
mutant d’Hscherichia coli obtenu par sélection en présence de 
streplomycine. Ce mutant est caractérisé par la streptomycino- 
résistance ct par lincapacité de synthétiser hémine. Les données 
réunies par l'étude physiologique ct biochimique des bactéries 
mutantes ont permis d’apporter cerlaines précisions sur la cons- 
titution et la synthése des enzymes respiratoires chez Escherichia 
coli. Il a été également possible de préparer, 4 partir des bac- 
téries mutantes, l’apoenzyme de la catalase sous forme d’extraits 
solubles, permettant la reconstitution in vilro de cet enzyme. 


MATERIEL ET METHODES. 


Souches. Nous avons utilisé la souche d’Escherichia coli « Monod » 
sensible a la streptomycine et le mutant H, streptomycino-résisiant que 
nous avons isolé 4 partir de la souche sensible par le procédé décrit 
plus loin. 


Milieux de culture. La croissance des bactéries H, stant nulle en 
milieu synthétique, les bactéries normales et mutantles sont cultivées 
en eau peptonée glucosée [4] liquide ou solide. Le bouillon n’est utilisé 
que lors de 1’étude de la formation des cytochromes chez les bactéries 
mutantes. 


Solutions de streptomycine. Le sulfate de streptomycine (Specia) est 
ulilisé. 


(*) Manuscrit recu le 30 octobre 1956. 
(**) Ce travail a bénéficié de subventions du « Jane Coffin Childs 


Memorial Fund for Medical Research » et de Ja Fondation Rockefeller 
de New York. 
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Solutions de porphyrines. Les solutions de porphyrines (1) sont pré- 
parées selon Lwoff [2] et autoclavées 4 105° pendant dix minutes. Dans 
les expériences ne nécessitant pas d’asepsie, des solutions non stériles 
sont employées. Nous utilisons toujours des solutions de porphyrines 
fraichement préparées. 

Modes de culture. Les bactéries sont cultivées soit en tubes 2 essai 
renfermant 10 ml de milieu, soit en ballons de 250 ml contenant 100 ml 
de milieu. Les ensemencements sont faits avec un incculum provenant 
d’une culture de seize heures A 37°, réalisant une dilution au 1/100. 
L’agitation des milieux de culture est évilée car l’oxygene a un effet 
défavorable sur la croissance des bactéries mutantes. 

Examen spectroscopique des suspensions bactériennes. Apres réduc- 
tion des cytochromes par l’hyposulfite de sodium, les bandes d’absorp- 
tion sont examinées au microspectroscope 4 réversion de Hartridge, soit 
a la température du laboratoire, soit aprés immersion dans _ l’azote 
liquide (— 196°). Epaisseur des préparations : 3 4 8 mm. 


EXPERIENCES ET RESULTATS. 


a) Technique disolement de mutants d’Escherichia coli 
dépourvus d’activilé respiraloire. — Au cours de lisolement de 
variants résistant & la streplomycine, nous avons obtenu, par 
repiquages en série de bactéries sensibles en eau peptonée conte- 
nant des doses croissantes de streplomycine, un mutant parti- 
culer (H,) résistant & 100 pg d’antibiotique par millilitre et 
dépourvu d’activité respiratoire. Poursuivant les repiquages, 
nous avons finalement obtenu une souche résistant & 2000 ue 
d’antibiotique par millilitre [8]. C’est avec cette souche que nous 
avons fait les expériences décrites dans le présent mémoire. 
Nous avons par la suite cherché a préciser les conditions expé- 
rimentales permetlant de sélectionner régulicrement des variants 
présentant des propriétés analogues 4 celles des hactéries H,. 
Il suffit, en général, de repiquer en série des bactéries sensibles 
i la streptomycine en présence de doses croissantes de cet anti- 
biotique (4 4 50 pg/ml) et d’hémine (4 pg/ml). Dans ces condi- 
lions, trois ou quatre repiquages permettent d’obtenir une culture 
qui se distingue d’emblée de celles de bactéries normales par sa 
faible densité optique. Elle est constituée de bactéries mutantes 
dépourvues d’enzymes respiratoires. Ces conditions de sélection 
permetient de supposer que le mutant H, ne peut ¢étre obtenu 
qu’en plusieurs stades 4 parlir des formes normales. Nous avons, 
) plusieurs reprises, isolé de tels mutants 4 partir de différentes 
souches d’Escherichia coli: ML, Kk12 (C600), B, mais n’avons 
pu Vobtenir a partir de K12 (112). 


(1) L’hémine provient de la maison Hoffmann La Roche et les autres 
porphyrines nous ont été aimablement envoyées par le D* Granick que 
nous remercions trés vivement. 
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b) Propriétés morphologiques et tests fermentaires. — Les bac- 
iéries H,, aprés coloration de Gram, présentent au microscope 
le méme aspect que les formes normales. Sur milieu gélosé, en 
présence comme en absence d’hémine ou de streptomycine, ‘les 
bactéries mutantes donnent, en vingt-quatre heures, de trés petites 
colonies dont la taille n’augmente que trés faiblement par la 
suite. Les bactéries normales et mutantes présentent des diffe- 
renees de pigmentation tres sensibles. Le culot des formes nor- 
males est jaunatre, celui des formes mutantes est blanc. 

Les tests fermentaires classiques, effectués avec les bactéries 
normales et mutantes, ont donné les mémes résultats : xylose+, 
arabinoset+, glucose+, lactose+, maltoset+, saccharoset+, indolt, 
elycérol—, citrate-Na~, acélylméthylearbinol-, ac. p-phénylpro- 
pionique—. 

La fermentation du dulcitol, positive avec les bactéries nor- 
males, n’est positive avec les bactéries mutantes que si la crois- 
sance a leu en présence d’hémine. Avec les bactéries Hi,, les 
virages sont plus tardifs qu’avec les bactéries normales. 

La sensibilité aux phages des bactéries normales ct mutantes 
cultivées sur eau peptonée gélosée renfermant 4 pg d’hémine par 
millilitre a été déterminée. Les bactéries H,, comme les bactéries 
normales, sont sensibles au phage T, et résistantes aux phages T’,, 
T,, T;, V,, T;, T,. Ajoutons qu’aprés quarante repiquages suc- 
cessifs en eau peptonée glucosée, en l’absence d’hémine et de 
streptomycine, les bactéries H, conservent tous leurs caractéres 
distinetifs. 

c) Croissance ; action de Vhémine et de ses précurseurs. — 
Nous avons suivi la croissance des bactéries normales et mutantes 
par mesure de la densité optique en milieu agité, en aérobiose ¢t 
en anaérobiose : 20 ml de milieu de culture sont introduits dans 
des ballons de 250 ml et ensemencés avec un inoculum réalisant 
une dilution au 1/100. En aérobiose, les bactéries H, ont une 
croissance presque nulle qui n’est que faiblement accélérée 
lorsque les cultures sont additionnées d’hémine. En anaérobiose 
(le vide est effectué avec une trompe a eau et les ballons sont 
scellés), le maximum de croissance atteinte par les bactéries H- 
est d’environ 380 p. 100 inférieur A celui des bactéries normales. 
Cette différence n’est pas trés marquée, mais elle est constante 
et se trouve supprimée lorsque les cultures sont additionnées de 
4 wg d’hémine par millilitre. La streptomycine inhibe l’action 
stimulante de Vhémine sur la croissance des bactéries H,. 
L’hémine est sans action sur la croissance des bactéries normales 
(tableau I). 


Nous avons cherché parmi les précurseurs de l’hémine [4] ceux 
qui pourraicnt stimuler la croissance des bactéries mutantes. Les 
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Tasteau I. — Action de l’hémine et de la streptomycine 
sur la croissance des bactéries normales et des bactéries gles 


Azote (g/ml) des cultures 


eee bactériennes aprés 16 heu- 
Bactéries res & 32°C 


Milieu agité en anaérobiose 


Bactéries normales 
Bactéries normales + 4 yg d'hémine/ml 


Bactéries 


Bactéries 


ey 
Bactéries Ho + 4 pg d'hémine/ml 
oy 


+ 100 pg de streptomycine/ml 


Bactéries H, + 4 pe d'hémine/ml + 100 peg 
de streptomycine/ml 


précurseurs suivants, seuls ou associés, ont été essayés a diffé- 
rentes concentrations : glycine, suecinate, acétalte, a-cétoglula- 
rate, ac. §-amino-lévulinique, porphobilinogéne, uroporphyrine, 
coproporphyrine, hématoporphyrine, protoporphyrine. Seule la 
protoporphyrine slimule, aussi fortement que Vhémine, la crois- 
sance des bactéries mutantes. Ves autres substances se sont mon- 
trées sans action. 

d) Examen spectroscopique des bandes de cylochromes. — Ces 
observations montrant que la différence entre les bactéries nor- 
males et mutantes tient 4 la synthése des porphyrines, nous avons 
examiné le spectre des cytochromes des formes normales ct 
mutanles. ‘Les bactéries normales présentent, au microspectro- 
scope a réversion de Hartridge, deux bandes d’adsorption, l’une 
forte 4 560 mp (cyt. b,) et la deuxiéme trés faible & 5380 mp. C’est 
le systéme typique de cytochromes d’Escherichia coli décrit par 
plusieurs auteurs [5, 6, 7]. Au contraire, chez les bactéries 
mutantes, aucune bande d’adsorption n’a pu élre décelée, méme 
apres immersion des préparations dans [azote liquide. Les bac- 
téries H, cultivées en eau peplonée agitée, non agitée ou gélosée, 
renfermant 4 wg d’hémine ou plus par millilitre, n’ont en aucun 
cas présenté de bandes d’absorption des cytochromes. Par contre, 
eultivées en bouillon agité ou gélosé additionné de 4 wg d’hémine 
par millilitre, les bactéries mutantes présentent une faible bande 
absorption 2 560 mu. ‘Cette bande n’est pas décelable si la crois- 
sance a lieu en bouillon non agilé ou en Vabsence d’hémine. 

e) Recherche des porphyrines. — L’absence de bandes visibles 
de cytochromes chez les bactéries H, et Vaction stimulante de 
Vhémine sur leur croissance, nous ont amenés a rechercher la 
présence éventuelle de porphyrines intracellulaires. 
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On prépare une poudre acétonique par la technique habituelle : 
1,7 ¢ de poudre est additionné de 20 ml d’eau et d’un méme 
volume d’HCl concentré. L’hydrolyse est pratiquée pendant 
trente minutes a reflux au bain-marie bouillant. L’extraction des 
porphyrines éthéro-solubles [8] est réalisée a l’aide d’une solution 
d’HCI] normal (quatre fois 2 ml; volume complété 4 10 ml). Pour 
rechercher la présence éventuelle d’uroporphyrine insoluble dans 
l’éther, nous avons utilisé la méthode de Rimington [9]. _ 

‘Les spectres d’absorption en U. V. des extraits chlorhydriques 
rontrent que les bactéries normales renferment des porphyrines 


Vic. 1, -— Extrait chlorhydrique contenant des porphyrines  intracellulaires. 
[. Bactéries normales. II. Bactéries H,. IM. Solution témoin d’hématoporphy- 


avec leur maximum caractéristique a 403 mp, tandis que les bac- 
téries mulantes en sont dépourvues (fig. 1). La spectroscopie de 
fluorescence, permettant de déceler de 0,01 4 1 ug de porphyrines 
par millilitre [40], a confirmé ces résultats. Nous avons calculé la 
quantité de porphyrines d’aprés le graphique de Pappenheimer [44] 
établi pour ’hématoporphyrine (valeur lue D,,3). Les bactéries nor- 
males contiendraient 2,5 x 10-* de porphyrines environ. Les bac- 
léries mutantes n’en contiennent pas et n’en excrétent pas. 

Le dosage du fer total a été réalisé selon Paulais [42], soit sur 
les suspensions bactériennes, soit sur la poudre acétonique des 
bactéries normales et mutantes. Le taux en fer des bactéries nor- 
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males était de 51 x 10—-*, tandis que celui des bactéries mutantes 
biait de: Zi-x 10>, 

f) Métabolisme respiratoire. — Nous avons comparé la respi- 
ration des bactéries normales et H, en présence de divers sub- 
strats carbonés: les bactéries d’une culture de seize heures, 
lavées 4 eau distillée & froid (4°) sont rapidement utilisées. La 
respiration a été mesurée durant quatre-vingt-dix minutes a l'aide 
de Vappareil de Warburg. Contenu d’une cupule: 0,5 ml de 
tampon phosphate M/30, pH 7,2 (pH 6,0 pour formiate et lactate) ; 
0,5 ml de suspension bactérienne (poids Sec. 2.0 me) Ole amt de 
KOH a 30 p. 100 et 0,2 ml de substrat M/5. Volume total, 2 inl. 
Temperature, 37° C. 

Les principaux résultats sont exprimés dans le tableau II. 


Tasteau II. — Activité respiratoire des bactéries normales 
et des bactéries H, en présence de divers substrats. 
a ar ae | 
20,5 (yixh7) xmg7?) 
Substrats  |-----=-----4----------- 
Bactéries Bactéries 
normales mutantes 
Témoins 
Giucose 
Lactate 
Pyruvate B22 0) 
Formiate 150 (0) 
Succinate 125 0) 
l-glutamate 80 (6) 
B-alanine 85 0) 


L’examen de ce tableau montre que les bactéries mutantes 
cultivées sans hémine ne présentent pas de respiration mesurable 
en présence comme en l’absence de substrats carbonés. En 
revanche, mesurée en présence de glucose, la respiration de ces 
mémes bactéries H, cultivées en milicu héminé devient relative- 
ment importante (QO, = 35) bien qu’encore inférieure a celle des 
bactéries normales (QO, = 150). La respiration des bactéries nor- 
males n’est pas modifiée, qu’elles aient ou non poussé en présence 
d’hémine. 

e) Déshydrogénation de divers substrats. — Nous avons 
comparé activité déshydrogénasique des bactéries normales ct 
mutantes a l’égard de divers substrats. Contenu d’un tube de 
Thunberg : 2 ml de tampon phosphate M/30 pH 7,2 (pH 6,0 pour 
formiate et lactate) ; 0,5 ml de suspension bactérienne (poids sec, 
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2,5 mg); 1 ml de substrat M/5; 0,5 ml de bleu de méthyléne 
M/500. Le vide est réalisé avec une trompe a eau. On introduit 
de V’azote commercial dans les tubes et on refait le vide. Les 
tubes sont portés a 387°C et aprés équilibre de dix minutes on 
mélange et on détermine le temps nécessaire pour obtemr une 
décoloration de 90 p. 100 du bleu de méthyléne. Les résultats 
sont exprimés dans le tableau III. 


Tartrau JI. — Activité de divers systémes déshydrogénants chez 
les bactéries normales et chez les bactéries H, aprés croissance 
en l’absence ou en présence d’hémine (atmosphére d’air). 


Bactéries Ho 


Substrats Bactéries|Bactéries Ho cultivées en 
normales presence 
d'hémine 


Témoins 


glucose 
lactate 
pyruvate 


formiate 


succinate 


B-alanine 


Les activités déshydrogénasiques sont exprimées en Qpy vl de H, transféré 


par heure et par milligramme de protéines),. 


On voit que les bactéries mutantes, cultivées en l’absence 
d’hémine, manifestent une activité déshydrogénasique compa- 
rable a celle des bactéries normales pour les substrats du 
groupe « a » et aucune activité pour ceux du groupe « b ». Les 
substrats du groupe « b » ne sont déshydrogénés par les bac- 
iéries mutantes que si celles-ci sont cultivées sur milieu renfer- 
mant de l’hémine (4 ug/ml). Notons que les bactéries mutantes 
cultivées en présence d’hémine retrouvent une forte activité 
succino-déshydrogénasique, tandis que l’activité formico-déshydro- 
génasique n’est que partiellement restaurée. 

L’addition de Fe++ et de Fe+++ au milieu de culture ne conte- 


nant pas d/hémine ne fait pas apparaitre d’activité déshydrogéna- 
sique chez les bactéries mutantes pour les substrats du groupe «b ». 


ETUDE DE L’HyYDROGENASE. — L’action de V’hémine sur la. 
déshydrogénation de divers substrats par les bactéries H, nous 
a incités a étudier, en particulier, le rdle de l’hémine dans la 
synthése et Vactivité de Vhydrogénase. En effet, l’action de 
lhémine dans ce systeme enzymatique n’a pu étre mise en évi- 
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dence, bien que de nombreux travaux aient été consacrés a cette 


étude [14, 15, 46, 47}. 


Les bactéries normales et mutantes sont cultivées en eau peptonée 
glucosée soit en présence d’air sans agitation, soit en anaérobiose (azote, 
vide). Les cultures, arrétées A la vingtitme heure, sont centrifugées et 
les culots bactériens sont lavés 4 froid au tampon « Tris » pH 7,05 [48]. 
Nous utilisons soit des suspensions de bactéries intactes soit des lysats 
bactériens en tampon « Tris » (Raytheon 4 5°, 9 K. C., quinze minutes). 
L’activilé hydrogénasique a été suivie dans l’appareil de Warburg. 
Contenu d’une cupule : 1 ml de suspension ou de lysat bactérien ren- 
fermant de 30 4 80 ug d’azole ; 0,5 ml de bleu de méthyléne neutralisé 
(8 uM) ; 0,2 ml de pyrogallol alcalin. Volume total, 2 ml. Aprés barbo- 
tage dans le pyrogallo] alcalin, lhydrogéne passe pendant dix minutes 
dans les cupules agitées 4 37°. On laisse cinq minutes sous pression 
atmosphérique d’hydrogéne, on mélange le bleu de méthyléne a 
enzyme, puis on suit lutilisation de Vhydrogéne pendant la phase 
linéaire. 


Nos résultats sont exprimés en Q " (ul de H, transféré par milli- 
gramme d’N et par heure), déterminé a la vingtiéme minute apres 
addition du bleu de méthyleéne. 

Les résultats obtenus avec les bactéries normales et mutantes, culti- 
vées en milieu non agité sous atmosphére d’air, sont résumés dans le 
tableau IV. 


Tisteau IV. — Effets de la présence d’hémine ou de catalase sur 


Vactivité de l’hydrogénase de hbactéries cultivées en aérobiose 
et en anaérobiose. 


Bactéries cultivées | Bactéries cultivées 
en présence d'air en. anaérobiose 


rT 
lysats intactes 


Bactéries 


Normales 5.460 -- 
Mutantes 3.400 2.906 
Mutantes cultivées 
en présence de Pre 
4 pg d'thémine/ml 4.100 4.403 


Mutantes cultivées 
avec de la catalase 
exogene (20 pg/ml) 


Les bactéries normales manifestent une forte activité hydrogé- 
nasique, tandis que les bactéries H, en sont totalement dépour- 
vues. Mais ces mémes bactéries H,, cultivées en présence d’hémine 
exogéne, manifestent de l’activité hydrogénasique. Ce résultat sug- 
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eérail & premiere vue que l’hémine était nécessaire & la synthese 
de Venzyme. Or, les bactéries H, cultivées en labsence d’hémine, 
mais en présence de catalase commerciale (20 ywg/ml), présentent 
une forte activité hydrogénasique. Cetle catalase exogéne n’est pas 
utilisée comme source d’hémine par le mutant H,, car aprés plu- 
sieurs lavages, ces bactéries ne manifestent plus aucune activité 
catalasique, mais présentent toujours une activité hydrogénasique 
importante. Done la synthése de l’hydrogénase chez les hac- 
téries H, cultivées en présence d’hémine exogéne n’est pas due 
i ’hémine comme constituant de Vhydrogénase, mais selon toute 
vraisemblance a l’action protectrice de la catalase qui, comme 
nous l’avons déja montré, est synthélisée par les bactéries H, 
cultivées en présence d’hémine [43]. Si cette conclusion est exacte, 
des bactéries H, cultivées & Vabri total de Viair devraient preé- 
senter de l’activité hydrogénasique. En effet, cullivées en anaéro- 
biose, ces bactéries manifestent une forte activité hydrogénasique 
et la présence d’hémine durant la croissance n’exerce alors qu’un 
effet trés faible sur cette activité (tableau IV). L’ensemble des 
résultats montre done que Vhémine n’est pas nécessaire pour la 
synthése de l’hydrogénase chez les bactéries mutantes H, d’E. coli. 


Notons que l’addition d’hémine exogéne au lysat des bac- 
téries H, cultivées sans hémine en présence d’air ne permet pas 
d’obtenir d’activité hydrogénasique. 

L’aération des suspensions bactériennes ou des lysats en pré- 
sence de cyanure de potassium (10—* 4 10-* M, incubation trente 
minutes en présence d’air) inhibe fortement [activité hydrogé- 
nasique des bactéries normales, mais se montre sans action sur 
celle des bactéries H, cullivées soit en présence de catalase 
exogéne, soit a l’abri total de l’air. 

Le monoiodo-acétate (10-* 4 10-2 M) n’a aucune action inhibi- 
trice sur l’activilé hydrogénasique des bactéries normales ni sur 
eclle des bactéries mutantes H,. 

Précisons que les expériences réalisées avec des lysats des 
bactéries normales et mutantes ont donné les mémes résultats que 
ceux obtenus avec les suspensions des bactéries intactes. 


ETUDE DE LA CATALASE in vivo ET in vitro. — L’absence 
de cytochromes chez les bactéries mutantes et l’action stimu- 
lante de V’hémine sur leur croissance montrent clairement que ces 
bacléries sont incapables de synthétiser l’hémine. Ces observa- 
tions suggéraient que le mutant H, était également dépourvu 
dactivité catalasique. Le tableau V montre que les bactéries 
normales présentent une forte activité catalasique alors que les 
bactéries mutantes en sont totalement dépourvues. ‘Les  bac- 
téries H, cultivées en présence d’hémine présentent une activité 
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Tasteau V. — Activité catalasique des bactéries normales 
et des bactéries H, cultivées en présence d’hémine. 


Activité catalasique exprimée 


Bactéries en QO, 
(jsialy et On libéré x al x mg”) 

Bactéries normales 10.620 

Bactéries Ho 60 
Bactéries Ho cultivées en présence de 

4 pg dthémine/ml 1.500 

20 pg athémine/ml 5.300 

40 pg athémine/ml 6.250 

Hémine (40g) 70 


[fee ee ee SRS venenatis SO ae ee es | ee oe Re eh 


catalasique forte, bien qu’encore inférieure 4 celle manifesiée par 
les bactéries normales. 

Lactivité catalasique a été déterminée A l’aide de l'appareil 
de Warburg. Contenu d’une cupule : 0,2 ml de KOH a 30 p. 100 
0,5 ml de tampon ise eee M/30 pH 6,8; 0,5 ml de suspension 
bactérienne (poids sec de 0,3 a 2 mg); 0, 3 ml dune solution cle 
H,O, 4 2 volumes. Volume total, 2 ml ; température, 15°. 


Il était particulicrement intéressant, dans ces conditions, de 
déterminer si les hbactéries H, cultivées en Vabsence d’hémine 
synthétisent V'apoenzyme de la catalase. La figure 2 montre 
qu’effectivement les bactéries mutantes synthétisent l’apoenzyme 
et que celui-ci peut en étre extrait; en outre, la reconstitution 
in vulro de la catalase, & partir de ’hémine et de Papoenzyme, est 
possible. 


La reconstitution in vitro de Ja catalase a été réalisée de la fagon sui- 
vante : une suspension de bactéries H, en eau distillée (4 mg/ml) est 
soumise 4 l’action des sons (Raytheon) pendant quinze minutes. Le 
lysat est centrifugé 4 60000 g (Spinco) pendant trente minutes. 0,5 ml 
du surnageant (poids sec, 1,7 mg) est additionné de 0,5 ml de tampon 
phosphate M/30 pH 6,8 et de 0,5 ml d’une solution d’hémine. Incuba- 
tion, une heure & 15°. L’activité catalasique est alors mesurée aprés 
addition d’H,0O,. 

Les résultats sont exprimés par la figure 2. 


On voit que l’activité catalasique (O, libéré) est proportionnelle 
a Ja quantité d’hémine jusqu’a la concentration de 0,2 wg. Si, 
4 ce point de saturation, on ajoute une nouvelle quantité de lysat 
frais, on n’obtient pas d’accroissement de |’activité catalasique, 
ce qui indique qu’ ce point il ne reste plus d’hémine libre. 
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La catalase reconstituée libére, A 15°, 9,0 x 10° wl d’O, par 
heure et par uM d’hémine, a partir de Peau oxygénée. La cata- 
lase pure, provenant des tissus animaux, en libére 8,4 x 10° 
a 0° {49}. Cette différence pourrait étre due a la fixation d’une 
partie de V’hémine par des protéines autres que l’apoenzyme de 
la catalase. D’autre part, la catalase n’ayant pas été isolée 
a état pur a partir d’E. coli, nous ne connaissons pas son acli- 
vité spécifique. 

Si, avant addition d’hémine, on ajoute 4 l’apoenzyme de l’eau 


par heure 
w& 
(2) 
fo) 
fs) 
A 


NO 
(=) 
[=) 
(2) 


pl d'Op2 libéré 


005 0/1 0,2 0,4 
hg Ahémine 


Fic, 2. — Reconstitution in vitro de la catalase. 
I. Hémine seule. Ul. Hémine additionnée dextrait du mutant H,. 


oxygénée, la réactivation n’a pas leu. L’apoenzyme semble étre 
ainsi irréversiblement inactivé. 

A la suite de ces observations, nous nous sommes demandé 
si l’apoenzyme de la catalase des bactéries H, cultivées sans 
hémine manifesterait une affinité pour des porphyrines autres 
que Vhémine, porphyrines ne contenant pas de fer. 'L’extrait du 
mutant H,, mis en présence soit de proloporphyrine, de méso- 
porphyrine, de deutéroporphyrine ou d’hématoporphyrine (condi- 
tions identiques A celles de la reconstitution in vitro de la cata- 
lase), ne manifeste pas d’activité catalasique. Aprés traitement de 
Vapoenzyme par ces porphyrines, la reconstitution de la catalase 
par I’hémine (incubation trente minutes a 15°) n’est plus possible, 
ce qui montre que ces porphyrines donnent des combinaisons 
pratiquement irréversibles avec Vapoenzyme de la catalase. Par 
contre, luroporphyrine et la coproporphyrine ne manifestent pas 
une telle affinité pour l’apoenzyme (tableau VI). 
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Tasteau VI. — Action de diverses porphyrines 
sur la reconstitution in vitro de la catalase. 


7 
00, 
Extrait du mutant Ho + mésoporphyrine (0,2 pe) 62 
My . "+ deutéroporphyrine " 60 
i " "+ hématoporphyrine " + hémine 61 
Md " "+ uroporphyrine “ (0,2 pe) 1.900 
Ww 2 " + coproporphyrine x 1.850) 
yy : "+ protoporphyrine (0,2 wg) + hémine 
‘ (Q529 Oks Opel WA) Zane 68 
w a " + Hémine (0,2 pg) + protoporphyrine. 
O529 OAR ONS) Waiacen | ses 
" ky We (GGEMO TT) bore rocks oysich aveicol asl susher ol oioteredarsea ee etree “ 62 
eeaGeyes AO tet Wino cao dunn Gomon oO 00 COCA GUA AOOUe CAROLS aOOUn 66 
———————— 


INFLUENCE DE LA STREPTOMYCINE SUR LA FORMATION DE LA CATA- 
LASE. —- Comme les bactéries H, ont élé isolées par sélection en 
présence de streptomycine, il était indiqué de rechercher quel 
pouvait étre le rapport entre la streptomycine et l'utilisation de 
Vhémine exogéne par ces bactéries. Le tableau I montre que le 
maximum de croissance des bactéries H,, en milieu renfermant 
de la streptomycine et de l’hémine, est inférieur 4 celui d’une 
culture ayant lieu en présence d’hémine, mais sans streptomycine. 
En labsence d’hémine, la streptomycine se montre sans action. 
Ces résultats suggérent assez clairement que cet antibiotique 
intervient dans utilisation de l’hémine exogéne. 

Au leu de déterminer l’effet de la streptomycine sur la crois- 
sance en présence d’hémine, on peut également démontrer, 
a Vaide des bactéries H, intactes, l’effet de cet antibiolique sur 
la reconstitution de la catalase. La streptomycine n’inhibe pas ta 
synthése de l’apoenzyme de la catalase chez les bactéries mutantes 
cultivées en présence de cet antibiolique, mais inhibe in vivo la 
combinaison hémine-apoenzyme. Les expériences suivantes ont 
été réalisées : 0,5 ml de suspension de bactéries H, (poids sez, 
2 mg) est additionné de 0,5 ml de tampon phosphate M/30 pH 6,8, 
de 0,2 ml d’une solution d’hémine (10 pg/ml) et de 0,3 ml de 
streptomycine (différentes concentrations, voir fig. 3). Incubation 
une heure 4 15°. On ajoute 0,3 ml de H,O, a 2 volumes et on 
détermine l’activité catalasique. 

En effet, si A une suspension des bactéries H, cultivées sans 
hémine, on ajoute d’abord de I’hémine puis de la streptomycine, 
on constate que l’antibiotique n’a pas d’action sur la formation 
de la catalase. Par contre, lorsque la streptomycine est ajoutée 
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en méme temps que l’hémine, on- observe une forte inhibition de 
la reconstitution de la catalase. Enfin, ajoutée avant l’hémine, 
la streptomycine inhibe totalement la formation de la cata- 
lase (fig. 3). 


Ces expériences montrent done que la streptomycine inhibe 
Vutilisation in vivo de lhémine exogeéne. 

Kn revanche, la streptomycine se montre dépourvue de toute 
action sur la reconstitution in vitro de la catalase a partir de 
Vhémine et de lapoenzyme. Ajoutons que chez les bactéries nor- 


Q 100 500 1000 
HG ve streptomycine 


Fic, 3. —— Action de la streptomycine sur la formation in vivo de la catalase. 
I. Bactéries H, additionnées simulltanément d’hémine et de  streptomycine. 
II. Bactéries H, + streptomycine d’abord + hémine ensuite. If. Témoin, hac- 
téries) Hye 


males, inlactes ou lysées, la streplomycine n’a aucune action sur 
Vactivité de la catalase. 


CONCLUSIONS ET DISCUSSION. 


Le mutant H, que nous avons isolé dans certaines conditions 
de sélection, en présence de streptomycine, est un organisme 
anaérobie qui differe trés nettement par ses propriétés physio- 
logiques et biochimiques d’autres. mutants streptomycino-résis- 
tants. L’étude comparée des bactéries normales et mutantes 
montre que les bactéries H, sont incapables de synthétiser les 
porphyrines ; par contre, elles peuvent transformer la_proto- 
porphyrine en hémine. Les hactéries H, ne synthétisent pas de 
quantilé appréciable de noyau porphyrinique, ce qui permet de 
supposer que le bloc génétique, dans la synthése de ’hémine, est 
situé avant la synthése des précurseurs porphyriniques de la 
protoporphyrine. 

L’addition d’hémine pendant la culture des bactéries H, permet 
de faire réapparaitre Vactivité respiratoire ainsi que les activités 
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déshydrogénasiques, absentes chez les bactéries mutantes. L’ étude 
comparative des bactéries H, et normales peut done permettre 
de preciser quels sont, chez Escherichia coli, les systemes enzy- 
matiques dont la synthése et l’activité dépendent directement ou 
indirectement de la présence de noyaux héminiques. Notons en 
particulier le cas de l’hydrogénase et celui de la succino- 
déshydrogénase. 

Plusieurs auteurs ont constaté que l’aération des suspensions 
bactériennes en présence de cyanure de potassium inhibe for- 
tement l’activité hydrogénasique de ces bactéries [14, 20, 24]. La 
combinaison cyanure de potassium-hématine ne se faisant que si 
le fer se trouve a l'état ferrique [14, 47], certains de ces auteurs 
ont pensé que l’hydrogénase pouvait éltre un enzyme a grou- 
pement prosthétique héminique. Or, l'étude du mutant H, nous 
montre que le r6le de VPhémine dans la formation de Vhydro- 
génase est indirect el que cet enzyme peut se former, dans cer- 
taines conditions, en l’absence totale d’hémine. Notons que 
Waprés Shug et ses coll. Vhydrogénase de Clostridium :pasteu- 
rianum serait une molybdo-flavoprotéine [22]. 

L’hypothése des auteurs [28, 24] qui identifient la succino- 
déshydrogénase au cytochrome b, ne semble pas étre confirmée 
par l’étude des bactéries H,. En effet, dans certaines conditions, 
la présence d’hémine ou de catalase dans le milieu de culture 
permet aux hactéries mutantes de retrouver une forte activité 
succino-déshydrogénasique, sans pour autant présenter de bande 
visible du cytochrome ),. 

Nous avons constaté que la perte totale du cytochrome chez les 
bactéries H, était accompagnée de la perte de respiration en pré- 
sence de divers substrats carbonés. Chez les levures [25, 26, 27], 
ainsi que chez un mutant de Staphylococcus aureus |28], ce paral- 
lélisme entre la richesse des cellules en cylochromes et la respi- 
ration a été déja observé. Par contre, chez d’autres souches bacté- 
riennes, Waring et Werkman [29], ainsi que Schaeffer [6] ont 
observé une disparition des cytochromes sans que la respiration 
soit diminuée. 

L’un des résultats les plus notables de notre étude est la cons- 
tatation que le mutant H, forme Vapoenzyme de la catalase ct 
que celle-ci peut étre reconstituée in vitro par addition d’hémine 
i des extraits solubles de bactéries H,. Ceci revient par consé- 
quent 4 une résolution physiologique de la catalase, résolution 
qui, par les méthodes chimiques [80, 31, 32], avait jusqu’ici 
échoué, alors qu’elle avait été réalisée pour la peroxydase par 
Theorell et Maehly [33]. L’obtention de l’apoenzyme de la cata- 
lase sous forme réactivable permet d’étudier certaines de ses 
propriétés spécifiques telles que son affinité pour les porphyrines 
et de démontrer en particulier que l’apoenzyme forme des combi- 
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naisons stables non seulement avec ’hémine, mais également avec 
la protoporphyrine, Vhématoporphyrine, la mésoporphyrine et 
la deutéroporphyrine. En revanche, l’apoenzyme ne se combine 
pas avec luroporphyrine et avec la coproporphyrine. 

Par sa sensibilité 4 I’hémine et a la protoporphyrine, ie 
mutant H, d’E. coli présente des similitudes avec certaines 
souches d’Hemophilus (34, 35|. Mais le probleme essentiel que 
pose Pisolement de ce mutant, est celui de l’action de la strepto- 
mycine dans la synthése et Vutilisation du noyau porphyrinique. 
[l est trés remarquable que, chez un organisme aussi différent 
WE. coli que Staphylococcus aureus, Jensen et Thofern [28] aient 
isolé un mutant streptomycino-résistant présentant, comme 'e 
mutant H,, une déficience en hémine. L’organisme étudié par ces 
auteurs ne respire pas, ne présente pas de bandes de cytochromes 
ni d’activilé catalasique. L’hémine rétablit la croissance normale 
et permet la synthése in vivo des trois enzymes étudiés. Ce 
mutant est incapable, contrairement au mutant H,, de trans- 
former la protoporphyrine en hémine. 

Certaines observations avec le mutant H, suggérent l’hypo- 
thése d’une interférence de la streptomycine dans utilisation de 
Vhémine. L’inhibition par la streptomycine de la reconstitution 
in vivo de la catalase parait, a cet égard, trés significative. Le fait 
que la streptomycine n’a pas d’action in vilro permet, dans une 
certaine mesure, de délimiter cette action sans toulefois suggérer 
dhypothése précise. 


R&suME. 


Certaines conditions de sélection nous permeltent d’isoler régu- 
lierement des variants d’Escherichia coli streptomycino-résistants, 
qui se distinguent des bactéries norma'es, non seulement par leur 
résistance 4 l’antibiotique, mais également par leur activité respi- 
ratoire nulle. Cultivés dans les conditions normales, ces orga- 
nismes sont notamment dépourvus d’activité succino-déshydro- 
génasique et d’activité catalasique. Cultivées en présence d’hémine 
ou de protoporphyrine, ces bactéries présentent cependant une 
activilé succino-déshydrogénasique considérablement accrue et 
une activité catalasique presque normale. On peut donc attribuer 
le manque d’aclivité respiratoire de ces bactéries a leur incapa- 
cité de synthétiser le noyau héminigue. Cultivées en l’absence 
d’hémine, les bactéries mutantes synthétisent lapoenzyme de !a 
catalase ainsi que le démontre le fait que l’addition d’hémine 
in vitro a des extraits de ces bactéries fait réapparaitre l’activité 
catalasique. La streptomycine n’a pas d’action sur la svnthése 
de l’apoenzyme de la catalase ni sur la reconstitution in vitro de 
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cel enzyme, mais semble bloquer l’utilisation de ’hémine exogéne 
par les bactéries mutantes intactes. 


SUMMARY 


ON THE FORMATION OF REPIRATORY ENZYMES 
IN A STREPTOMYCIN-RESISTANT 
AND HAEMIN-REQUIRING MUTANT OF Escherichia coll. 


Certain specific conditions of selection allow the isolation of 
streplomycin-resistant mutants of Escherichia coli which are 
characterized by their extremely low respiratory activity. When 
cultivated under the usual conditions, these organisms are devoid 
of catalase and succinic-dehydrogenase activity. When haematin 
or protoporphyrin are added to the growth medium, the succinic 
dehydrogenase activity 1s considerably increased while catalatic 
activity 1s restored to normal. The low respiratory activity of 
these organisms should therefore be attributed to their inability to 
synthesize haem compounds. 

However, even in the absence of exogenous haem, the mutant 
organisms are able to synthesize the apoenzyme moiety of catalase, 
as evidenced by the fact that addition of haemin to extracts of such 
bacteria results in virtually complete reconstitution of catalatic 
activity. The presence of streptomycin does not inhibit the syn- 
thesis of the apoenzyme moiety of catalase nor the in vitro union 
of the apoenzyme with haemin. Streptomycin however would 
seem to block the utilisation of exogenous haemin by intact 
bacteria. 

ran 
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RESISTANCE DU SYSTEME NERVEUX 
VIS A VIS DE L’INFECTION TUBERCULEUSE, 
MISE EN EVIDENCE AU MOYEN D'UNE METHODE 
HISTO-BACTERIOLOGIQUE ORIGINALE 


par G. STROESCO [Bucarest] (*) 
(présenté par J. LEVADITD 


Afin de trouver la méthode de coloration susceptible de mettre 
en évidence le plus grand nombre possible de bacilles tuberculeux 
présents dans une coupe histologique, nous avons commencé par 
en ¢ludier 18 déja connues. La coloration de Ziehl nous a donné 
les meil'eurs résultats quant aux bacilles, mais elle ne permet 
euere examen histologique convenable de Vorgane tuberculeux. 

En effet, le phénol, que doit contenir la fuchsine pour la colo- 
ration des "pacilles tuberculeux, empéche de reconnaitre les détails 
du tissu aprés surcoloration par le bleu de méthyléne, le vert 
lumiére, le vert méthyl ou d’autres colorants basiques. 


NATURE DE L ACIDO-RESISTANCE. 


Cela nous a amené a étudier le mécanisme de la décoloration 
des bacilles colorés par la fuchsine phénolée. 

Quand on examine au microscope une coupe bacillifere immé- 
diatement aprés la décoloration par l’acide azotique dilué au 
quart, on constate que tous les bacilles tuberculeux sont déco- 
lorés. C’est seulement aprés lavage & l'eau que la coloration 
rouge des bacilles réapparait. 

Au lieu de nous servir de la décoloration brutale et rapide par 
Vacide azotique dilué au quart, nous avons soumis nos coupes 
d’organes tuberculeux & une décoloration lente par immersion 
dans V’eau sulfureuse ou, mieux encore, dans de Ja fuchsine de 


Schiff (1). 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1956. 
(1) Fuchsine de Schiff : 


Soledemiuchsine basiquesa Osta. 100) er veces -rorreaer= 500 cm? 

vibe GOS INL 8) Ge) jo, TIGD os odecoceous dacuenaecousdenoc 10 cm’ 
Aprés une heure ajouter : 

INGHIIS FEN GMNGIA GME TOKO RNIKS Goong 5ocode o> Odoesos ooo omOn 5 cm3 
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Aprés plusieurs heures on lave a l’eau, on recolore au bleu de 
méthylene et on monte la coupe comme d’habitude. L’examen 
microscopique révéle alors un phénoméne nouveau : aucun hbacille 
nest visible au début, et ce n’est qu’aprés une a deux heures 
d’exposition a la lumiére qu’on voit d’abord les granulations 
bacillaires se colorer en rose et, par la suite, les bacilles se 
colorer en rouge plus ou moins foncé d’aprés leurs constituan!s 
morphologiques (les granulations deviennent violet foncé). Apres 
vingt-quatre & quarante-huit heures d’exposition 4 la lumiére on 
peut alors voir toute la gamme des rouges, allant du rouge clair 
au violet foneé, qu’ont prise les corps bacillaires. Il s’agit d'une 
réoxydation de la leuco-fuchsine de Schiff sous linfluence de 
substances 4 fonction aldéhyde. 

Nous croyons pouvoir conclure de ce phénomeéne qu'il ne s’agit 
pas, dans le cas du hacille tuberculeux coloré par la fuchsine de 
Ziehl, de résistance a Ja décoloration par les acides, mais d’une 
réoxydation, par des aldéhydes des corps bacillaires, de la fuch- 
sine basique introduite dans leur structure par le phénol, Les 
corps bacillaires contiennent alors de la fuchsine décolorée’ par 
Vacide, dont Valcool ne peut les débarrasser. Celui-ci, en effet, 
étant incapable de dissoudre Jes lipoides, ne peut pénétrer 
i VPintérieur des bacilles. 

Cette méthode lente permet de révéler, en détail, Ja structure 
des bacilles et de mettre en évidence, dans les coupes, des bacilles 
bien plus nombreux que la technique de Ziehl courante. 

On peut hater le retour au rouge des bacilles, aprés décolora- 
tion par Peau sulfurée ou par la fuchsine de Schiff, en soumettant 
la coupe a Vinfluence d’oxydants tels que Valdéhyde formique, 
vanilique, etc., ou simplement a la chaleur. 

On peut remplacer le phénol par le chloral ou, mieux encore, 
le hquide d’Amman (2) qui permet une meilleure coloration de 
contraste des tissus. 


RAPPORTS ENTRE LA COMPOSITION CHIMIQUE 
ET LA COLORABILITE DU BACILLE DE Kocn. 


La méthode lente de coloration que nous venons d’exposer 
permet de révéler différentes tonalités de rouge dans les corps 
bacillaires, que nous supposons étre en rapport avec deux de 
leurs constituants chimiques : un lipoide (l’acide mycolique) res- 
ponsable de Vimperméabilité du B.K. et certaines substances 
4 fonction aldéhyde qui semblent étre localisées principalement 
au niveau des granules ; car c’est la que débute la recoloration 
des bacilles par la méthode de Schiff et c’est a ce niveau que 


(2) Liquide d’Amman : hydrate de chloral et phénol parties égales. 
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cette recoloration s’avére la plus intense. On pourrait, d’aprés 
notre hypothése, considérer la coloration de Schiff comme une 
réaction pour identifier les aldéhydes. 

Nous savons d’ailleurs qu’on peut intensifier par le formol la 
coloration au Ziehl des B. Kk. 

Dans le méme ordre d’idées on obtient une belle coloration 
verte des bacilles tuberculeux par le vert malachite a 15 p. 100 
contenant 5 p. 100 de liquide d’Amman ; on décolore par l’eau 
sulfureuse (voir p. 7) contenant 15 p. 100 de vert malachite (solu- 
lion incolore) et la coloration de contraste se fait par la pyro- 
nine (8). 

Sur les coupes traitées d’abord par le liquide d’Amman et 
ensuile par le nitrate d’argent ammoniacal additionné de NaOH, 
on obtient une bonne imprégnation de la structure intérieure des 
bacilles. Celle-ci est encore plus netlte quand la coupe est traitée 
au préalable par le liquide d’Amman a chaud additionné de 
3 p. 100 de tanin. On élimine le tanin avec de l'ammoniaque ct 
la coupe est ensuite traitée par le nitrate d’argent ammoniacal 
contenant du NaOH. Le virage est provoqué par le chlorure 
Wor et de Vhyposulfite de Na. Ce procédé donne une belle 
imprégnation du bacille de Koch et surtout du bacille de Hansen. 

D’ailleurs, la méthode de Keulgen eclle-méme (coloration par 
Vacide thymonucléique) représente une réaction des aldoses. 
Cette réaction, en effet, n’est pas spécifique pour la chromatine, 
contrairement 4 ce que pense O. B. ‘Lepesinskaia. Nous croyons, 
au contraire, quelle est due aux aldoses formant le support de 
la chromatine. Nous avons pu, d’ailleurs, montrer au cours de 
recherches non encore publiées, que des groupements aldéhydes 
libres ou masqués se trouvent dans les membranes cellulaires et, 
en général, dans les tissus membraneux de l’organisme, possé- 
dant une structure glycosidique polymérisée. En effet, les mem- 
branes traitées préalablement par certains aldéhydes et dans cer- 
taines conditions expérimentales, se colorent mieux par le réactif 
de Schiff. 

Tout ceci nous suggére que le procédé de coloration selon Zieh] 
est spécifique pour les germes a réaction aldéhyde. Nous nous 
proposons de montrer dans un autre travail que la coloration de 
Gram est spécifique pour les germes a réaction cétonique. 

L’hydrate de chloral que nous utilisons facilite la pénétration 


(3) Cette technique permet Ja coloration des inclusions cellulaires 
a fonction aldéhyde, qu’on trouve fréquemment dans certaines maladies 
dégénératives comme |’épilepsie myoclonique, la maladie de Wilson, 
de Parkinson, etc., inclusions formées par des produits de dégéné- 
rescence de la composante lipoidique des mitochondries, dont Jes corps 
de Russel sont le prototype (Etudes sur la dégénérescence hépato- 
lenticulaire, sous presse). 
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du chloral dans les tissus et empéche la détérioration de ceux-cl 
par le phénol. A chaud, hydrate de chloral se comporte comme 
aldéhyde et favorise, pour cette raison, la coloration des B. kx. 


NOTRE TECHNIOUE DE COLORATION DES BACILLES TUBERCULEUX 
DANS LES TISSUS. 


Les pitces sont fixées dans du formol neutre a 10 p. 100 (éviter 
les fixateurs a base de bichromate de potassium ou d’acide 
pierique) et l’inclusion dans la paraffine se fait comme d’habi- 
tude. 

La coloration des coupes (épaisseur 3 4&5 pw) sur lame a lieu 
avec une solution de chlorhydrate de rosalinine rouge, cristallisée 
dans de hydrate de chloral phénolé ; on chauffe la lame jusqu’a 
émission de vapeur (dix a quinze minutes). 

Voici la composition de cette solution : 


Chlorhydrate de rosalinine rouge cristallisée Merck........ ll fe 

Niece) WY, cine a aerenAN en pma dons conuesddasdonwdaendhs 10 cm’ 
Phémol! “eristallisé™ Gee Si sad. mie o eee oe eke wa ste oie orto PPS 
Hydrate de ‘clitoral Gavia. 2 dake ciecie soe cere eet ee meer 2) & 


Eau distillée q.s. p. 


On triture le chlorhydrate de rosalinine dans un mortier cn 
ajoutant l’aleool jusqu’a dissolution. On ajoute 5 g de liquide 
d’Amman. Compléter avec de l’eau jusqu’a 100 cm*. La solution 
de chlorhydrate de rosalinine ainsi préparée est laissée pendant 
vingl-quatre heures 4 l’étuve a 56° et ensuite filtrée. 

Les coupes sont lavées a l'eau, ensuite A alcool a 96° et, enfin, 
a Peau distilléc. Elles sont ensuite introduites dans une solution 
de rosalinine sulfureuse (conservée dans un récipient bouché 
i Vémeri), dans lequel elles resteront jusqu’a décoloration 
complete (environ deux heures). 

On peut remplacer la solution de chlorhydrate de rosalinine 
sulfureuse par eau sulfureuse, bien que la premiére donne des 
résultats supérieurs quant au nombre et a la coloration des 
bacilles. L’eau sulfureuse se prépare en ajoutant 4 100 cm? d’eau 
distllée 10 em* de HCl N/10 et 10 cm’ de bisulfite de Na liquide. 

Apres décoloration, la coupe est rapidement lavée a Veau 
sulfureuse et ensuite passée a l’eau courante ou distillée. 

On colore pendant quelques secondes le fond de la préparation 
au bleu de méthyléne (solution 1/400) de facon a ce que les coupes 
ne prennent pas une teinte trop foncée. 

Déshydratation, clarification et baume de Canada 
d’habitude. 

On examine les coupes apres les avoir exposées a la lumiére 
pendant deux a trois heures ou, mieux encore, pendant vingt- 


comme 
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quatre heures, pour permettre le virage du leucodérivé. Les 
bacilles d’abord incolores se colorent progressivement a la 
lumiére. 

La technique de coloration que nous venons de décrire nous 
a permis de suivre l’évolution du processus inflammatoire au 
cours de la méningite tuberculeuse expérimentale du chien. 

Plus de 600 chiens regurent chacun par voie intrarachidienne 
0,1 a 0,5 mg de B. Kk. souche Ratti, d’aprés le poids de chaque 
animal, et furent sacrifiés A intervalles réguliers. 

Nous exposerons dans un travail ultériceur et en deétail les 
conclusions que celte étude nous a permis de tirer pour la 
clinique humaine. Nous pouvons dire dés maintenant que la 
méningite tuberculeuse évolue en quatre phases, caractérisées 
chacune par la nature des rapports entre B. K. et cellules inflam- 
matoires, & savoir: la phase d’invasion, la phase de sédimenta- 
tion (formation d’un exsudat cellulaire spécifique), la phase 
d’organisation de l’exsudat et la phase d’involution. 

Durant la premiére phase, les B. K. sont véhiculés le long des 
voles de circulation du liquide céphalo-rachidien. On les retrouve 
dans le cytoplasme des cellules endothéliales qui tapissent les 
mailles du tissu sous-arachnoidien, puis dans les cellules adven- 
tices des vaisseaux méningés. Ils pénétrent sous la pie-mére et 
sont immédiatement captés par le tissu ghal. On ne les trouve 
jamais dans les cellules de |’épithélium ventriculaire des plexus 
choroides. Ce n’est qu’au cours de cetle premiére phase que seule 
la zone marginale du systéme nerveux central est envahie par 
les bacilles. Bien entendu, la congestion vasculaire et apparition 
d’un exsudat polymorphe & monocytes, lymphocytes, poly- 
nucléaires et de rares plasmocytes sont liées a la présence Ale 
B. kK. encore libres. Ces bacilles une fois phagocytés ne semblent 
plus provoquer de processus inflammatoire. C’est ce qui se passe 
quand, au heu de B. K. virulents on inocule du BCG. Les bacilles 
libres se multiphent rapidement et déterminent la formation d’un 
exsudat inflammatoire riche en monocytes qui caractérise ia 
deuxiéme phase (phase de sédimentation). 

Durant cette phase de sédimentation, les bacilles sont rapi- 
dement phagocylés par les monocytes, a l’intérieur desquels us 
se multiplhent d’abord, pour ensuile se transformer en granules 
et perdre leur colorabilité au fur et & mesure que l’exsudat se 
sédimente. I] existe un rapport étroit entre cette involution intra- 
cellulaire des B. K. et la structure des monocytes. 

Durant la phase d’organisation, des cellules épithéhoides ne 
contenant aucun bacille colorable se substituent aux macrophages. 
Cependant, en introduisant chez des cobayes, par biopsie, un 
fragment abacillaire, l’étude histologique méthodique de ces 
ereffons montre l’apparition de B. K. au fur et & mesure de la 
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destruction des cellules ¢pithélioides implantées, et ces bacilles 
sont virulents (4). 

Au cours de la derniére phase enfin, celle de l’involution, les 
cellules épithélioides sont remplacées par un Ussu_ conjonctif 
riche en collagéne, alors que les bacilles disparaissent comple- 
tement. 

Il s’agit, a notre avis, des phases successives de la réaction 
inflammatoire aux bacilles tuberculeux, dont les aspects histolo- 
giques successifs sont l’expression. 

Nos expériences sur le chien nous ont amené a reconnaitre 
lexistence d’une méningite bacillaire inapparente, qui doit 
exister non seulement chez le chien, mais également chez l’homme. 
Nous avons, en effet, constaté la capacité des cellules tapissant 
Vespace liquidien de capler les B. K. et de les rendre incapables 
de provoquer des réactions inflammatoires. Ainsi, des B. K. 
peuvent envahir cet espace sans dommage. Seules des invasions 
successives, débordant la capacité phagocytaire de ces cellules 
sont & méme de provoquer des réactions inflammatoires qui, 
d’aprés leur intensité, produiront la méningite bacillaire inap- 
parente ou manifeste. Car seuls les B. K. restés libres peuvent 
engendrer ces réactions. 


RESISTANCE DU SYSTEME NERVEUX 
VIS-A-VIS DE L’ INFECTION TUBERCULEUSE, 
TELLE QU ELLE RESSORT DE L’ ETUDE MORPHOLOGIQUE. 


La capacité des ceilules ghales de phagocyter les B. kX. dépasse 
de loin celle des cellules du mésenchyme. Les hbacilles arrivés 
sous la pie-mére ou entrainés le long des vaisseaux, la ot ceux-cl 
pénétrent dans le névraxe, s’accolent aux prolongements gliaux 
qui se rétractent, laissant une bréche dans la membrane proto- 
plasmique de la neurogtie, bréche par laquelle d’autres bacilles 
pénétrent a leur tour. En se rétractant, le prolongement de la 
cellule ghale raméne le bacille & Vintérieur de son protoplasme, 
dans une vacuole, ott le corps bacillaire devient granuleux, mal 
colorable et finit par disparaitre. La cellule gliale peut phago- 
cyter ainsi plusieurs bacilles ; elle augmente de volume et ses 
prolongements se fragmentent (astrocytes). Cette « clasmatoden- 
drose ghiale », attribuée par Reichert et d’autres auteurs 
a Voedéme cérébral ou aux toxines bacillaires, peut étre due éga- 
lement a4 la phagocytose des B. Kk. par les astrocytes. 


(4) Nous nous proposons, dans un travail ultérieur, de montrer 
Vexistence d’un cycle d’évolution intramonocytaire du bacille tuber- 
culeux lui permettant de s’adapter A l’organisme de l’hdte ct de pro- 
duire une génération plus résistante. 
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En dehors de la gle protoplasmique, la phagocytose bacillaire 
est accomplie bien plus rapidement par des cellules gliales, qui, 
selon les données établies par de Hortéga, ont comme les macro- 
phages une origine mésodermique. La microglie englobe rapi- 
dement les bacilles dans son cytoplasme qui se rétracte en demi- 
lune autour du noyau. Dans ces cellules, les bacilles deviennent 
granuleux et ces granulations disparaissent par la suite. Mais ja 
microgie, qui a phagocyté les bacilles change ses prolongements 
et de son ancienne forme étoilée revét la forme dite de « cellule 
en batonnet ». 

L’oligodendroghe, malgré son protoplasme extrémement réduit, 
participe également au phénomeéne de phagocytose bacillaire. On 
peut remarquer dans son protoplasme des bacilles en forme d’arc 
ou de petites granulations fuchsinophiles qui sont appliqués sur 
la membrane nucléaire. Des faits observés jusqu’aé présent, il 
ressort que l’oligodendroglie est le seul élément glial qui ne 
change pas sa forme aprés avoir phagocyté les bacilles, alors 
que la neuroglie quia subi le phénomeéne de « clasmatodendrose » 
ou la microglie qui revét la forme de batonnet, perdent sous 
cette nouvelle forme la faculté d’englober dans leur cytoplasme 
de nouveaux bacilles. Ici se répéte le sort des macrophages 
devenus, a la suite de la phagocytose bacillaire, des cellules épi- 
théhoides qui ne contiennent plus de bacilles colorables, mais 
par contre se chargent de glycogene. 

Tant que dure la phagocytose par les cellules ghales, aucun 
élément mésodermique inflammatoire n’y participe. Ce n/est 
qu’au cas ot tous les bacilles n’auraient pu étre phagocytés par 
les cellules gliales qu’intervient la diapédése des macrophages 
qui commencent alors a phagocyter les bacilles restants. 

Cette aptitude prononcée de la neuroglie a la phagocytose 
confére au névraxe une résistance extraordinaire a l’infection 
tuberculeuse. 

Maleré la facilité avec laquelle les B. K. pénétrent dans le 

lissu nerveux, nous ne les avons jamais rencontrés a l’intérieur 
ou méme dans le voisinage des cellules nerveuses, les éléments 
gliaux formant barriére. 
- Grace a ce phénoméne de phagocytose par les cellules gliales, 
que nous avons été le premier a mettre en évidence, la méningite 
tuberculeuse ne donne jamais leu a une encéphalite. Seule une 
zone périphérique réduite du névraxe, avoisinant les méninges 
et les cavités ventriculaires, se trouve atteinte d’encéphalomyélite 
marginale. 

Celte résistance anti-bacillaire du névraxe ne se borne pas au 
systéme nerveux central : on le constate éga'ement pour le nert 
optique, dont seu'e la couche superficiclle est envahie par des 
B. K. provenant de la citerne basale : la encore, les éléments 
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gliaux les englobent, et plus rapidement encore que dans le 
névraxe. Nous avons, en effet, constaté que les troubles de la 
vue au cours d’une méningite tuberculeuse ne sont pas dus a une 
pénétration de B. K. dans le nerf optique, mais a la formation, 
dans Ja citerne basale, d’un exsudat qui, en s’organisant, 
comprime ce nerf et en provoque la dégénérescence. Un pro- 
cessus analogue a lieu pour les aulres nerfs craniens et rachi- 
diens : la encore, les bacilles sont activement phagocytés par les 
cellules de Schwann et celles des cloisons, et c’est le processus 
inflammatoire causé par des germes libres dans |’épaisseur des 
gaines myéliniques qui comprime les nerfs et améne leur dégé- 
nérescence. Des B. Kk. libres peuvent, en effet, traverser l’arach- 
noide, infecter la dure-mére, pénétrer dans l’espace épidural et, 
de la, en traversant les trous de conjugaison, arriver au contact 
des ganglions spinaux et des nerfs périphériques. La phagocytose 
par les cellules de la capsule fibreuse et des cloisons, cependant, 
empéche tout contact direct entre le B. Kk. et la cellule nerveuse. 

Nous avons étudié, d’autre part, sous ce méme rapport, les 
micro-ganglons sympathiques au cours de la tuberculose pulmo- 
naire et nous avons constaté qu’ils résistent mieux a la propa- 
gation bacillaire que n’importe quelle autre cellule du paren- 
chyme pulmonaire. La encore, les B. K. sont phagocytés par les 
satellites de ces ganglions avant de pénétrer jusqu’aux cellules 
nerveuses. Nous appuyant sur ces constatations, nous montrerons 
dans un travail ultémieur le vrai role du systéme végétatif dans 
Vévolution de la tuberculose pulmonaire (5). 

De toutes ces constatations, nous croyons pouvoir conclure 
a Vexistence d’une résistance prononcée a Vinfection tuberculeuse 
du systéme nerveux central et périphérique et du systéme végé- 
latif. Cette résistance est due a la faculté extraordinaire du tissu 
glial de phagocyter et de détruire le B. Kk. et notammené le BCG. 


PERTE DE LA RESISTANCE ANTI-BACILLAIRE DU SYSTEME NERVEUX 
A LA SUITE D’ INFECTIONS VIRALES NEUROTROPES. 


Lorsque le chien, au cours de la méningite tuberculeuse expé- 
rimentale, est infecté par le virus rabique des rues, le systéme 
glial de défense anti-bacillaire subit une modification profonde. 
Dans ces conditions, en effet, on constate que la phagocytose par 
les cellules gliales se raréfie, les cellules étant mobilisées par le 
virus rabique. En conséquence, de nombreux B. K. libres se 


(5) Nous avons répété ces expériences chez de jeunes chiens en leur 
inoculant du BCG par voie sous-durale. Ces germes sont encore plus 
activement phagocytés par le systeme glial et y pénétrent plus pro- 
fondément que le B.K., sans provoquer de réaction inflammatoire, 
a condition que la dose injectée ne dépasse pas 0,1 mg. 
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trouvent parmi les éléments inflammatoires des nodules rabiques 
de la moelle épiniére, dont ils ne modifient cependant pas le 
caractére. Nous y voyons une indication qu’une infection virale 
favorise la propagation des B. K. et leur fixation dans les organes 
normalement résistants A l’infection tuberculeuse, notamment le 
systéme nerveux. 

Pour essayer de vérifier cette conclusion, nous avons inoculé 
deux chiens avec des B.K., l’un par voie veineuse, l’autre par 
voie sous-occipitale, au moment de Vapparition des premiers 
symptémes et l’étude de leur systéme nerveux nous a montré 
labsence de B. K. au niveau des lésions inflammatoires rabiques. 
Il semble par conséquent que l’infection virale ne favorise la pro- 
pagation de l’infection tuberculeuse qu’A condition que celle-ci 
précéde celle-la. Nous avons pu vérifier cette conception par 
lobservation suivante : deux jeunes chiens sont atteints de la 
maladie des jeunes chiens au moment de l’apparition des symp- 
tomes de méningite tuberculeuse expérimentale. A l’autopsie, 
examen histologique révéle, greffée sur la maladie des jeunes 
chiens, une pneumonie bacillaire, causée apparemment par des 
B. K. provenant des espaces liquidiens. 

Nous nous proposons de revenir sur ce probléme et de montrer 
expérimentalement que, sous l’influence d’une surinfection virale, 
une infection tuberculeuse jusque-la limitée peut se généraliser 
et attaquer les organes infectés par le virus. 


CONCLUSIONS. 


Voila soixante-dix ans que les chercheurs s’atlachent & amé- 
liorer la technique de coloration selon Ziehl. Nous  venons 
d’exposer briévement les résultats de nos études dans ce domaine 
pour montrer l’intérét des conceptions nouvelles, que permet 
d’obtenir une technique histologique perfectionnée. Nous pouvons 
résumer ainsi ces résultats: le bacille tuberculeux est colorable 
par la fuchsine ou le chlorhydrate de rosaniline 4 condition que 
ces substances soient associées au phénol ou a Vhydrate de 
chloral, qui en facilitent la pénétration dans le corps bacillaire. 
L’alcool, qui ne dissout pas les lipoides, ne peut amener Ia 
décoloration du bacille. 

L’expression « acido-résistance » préte 4 confusion. Nous avons 
pu montrer, en effet, que les bacilles décolorés par les acides ou 
par Veau sulfureuse, se recolorent grace a l’oxydation de la 
fuchsine ou de la rosaniline par des substances a4 fonction 
aldéhyde, se trouvant a l’intérieur des corps bacillaires, en parti- 
culier dans les granules. Ainsi la technique de coloration ima- 
ginée par nous représente une réaction spécifique pour la mise 
en évidence d’aldéhydes dans les cellules. On peut, bien entendu, 
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se servir d’autres colorants, eux aussi révélateurs d’aldéhydes, 
tels que le vert malachite décoloré par leau sulfureuse, le nitrate 
d’argent ammoniacal additionné de NaOH. Il faut done retenir 
que la coloration de Ziehl agit en révélant dans les germes ou 
les tissus la présence de substances 4 fonction aldéhyde. 

Notre technique de coloration des tissus bacilliféres nous 
a permis de distinguer quatre phases dans le processus inflam- 
matoire tuberculeux. Elle nous a révélé pour la premiére fois 
la résistance vis-a-vis de l’infection tuberculeuse du systéme 
nerveux et du sympathique, grace a la capacité de phagocytose 
du tissu glial d’origine ectodermique ou mésodermique. Si les 
B. K. phagocytés par les macrophages se multiplient au début 
pour évoluer vers d’autres formes, les cellules gliales, elles, les 
détruisent rapidement, tout en se transformant. Les unes, d’ori- 
gine ectodermique, perdent leur prolongement, les autres, d’ori- 
gine mésodermique, prennent la forme de batonnets. Les cellules 
gliales, une fois transformées de celte fagon, perdent leur pou- 
voir de phagocyter les B.K. Alors interviennent les autres 
moyens de défense de l’organisme pour immobiliser les bacilles 
restés libres (inflammation exsudative, etc.). 

‘La protection du systeme nerveux vis-a-vis de l’infection tuber- 
culeuse par le systeme glial ressort avec évidence de ce qui se 
passe, quand ce dernier est paralysé par une infection conco- 
mitante par un virus neurotrope, par exemple celui de la rage. 
Dans ce cas, on voil les germes se propager sans entrave dans le 
névraxe et se fixer de préférence dans les zones affectées par le 
virus rabique. 


SUMMARY 


RESISTANCE OF THE NERVOUS SYSTEM TOWARDS 
TUBERCULOUS INFECTION DEMONSTRATED 
BY A NEW IIISTOBACTERIOLOGICAL METHOD. 


Tubercle bacilli may be stained by fuchsin and rosanilin chlor- 
hydrate if these substances are associated with phenol or chloral 
hydrate, which facilitate the penetration into the bacterial cell. 
Alcohol, which does not dissolve lipoids, cannot decolorize the 
bacterium. 


Bacteria decolorized by acids or sulfurous water, may easily 
be stained again by oxidation of fuchsin or of rosanilin by sub- 
stances possessing an aldehyde function and which are present 
in the interior of the bacterial cell, particularly in the granules. 
This shows that the technique devised by the author is a specific 
reaction for the detection of aldehydes in bacterial cells. It has 
allowed to demonstrate for the first time the resistance of the 
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nervous and sympathic systems towards tuberculous infection, 
thanks to the phagocytic property of the glial tissue. If T. B., 
after being phagocytized by the macrophages, multiply and 
develop into other forms, the glial cells rapidly destroy them. 
These cells themselves evolve, and when transformed, are no 
more able to phagocytize the T. B. Then, the other defence 
mechanisms of the organism (inflammation, etc.) immobilize the 
bacteria which are still free. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 10 Janvier 1957. 


Présidence de M. Prekvor. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE SUR LA SYSTEMATIQUE 
DES CLOSTRIDIUM PECTINOLYTIQUES 


par A.-R. PREVOT et M. RAYNAUD. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


) 

La découverte par Saissac, Brugiéres et Raynaud en 1952 [4] de la 
souche C8 d’un Clostridium pectinolytique incolore nouveau nous 
a amenés & chercher sa véritable position dans la systématique. D’autre 


x 


part, les recherches faites & la méme époque et depuis sur les 
anaérobies pectinolytiques nous ont amenés 4 modifier notre concep- 
tion taxonomique sur l’ensemble de ces bactéries. 

Provisoirement, cette souche avait été considérée comme apparte- 
nant au sous-genre Clostridium butyricum proposé par l’un de nous 
en 1938 [2] pour grouper tous les Clostridium non pathogénes, ferments 
des glucides et des lactates, n’attaquant ni la pectine ni la cellulose 
et dont l’acide principal de fermentation est l’acide butyrique, l’espece- 
type de ce sous-genre étant Cl. butyricum (Pasteur) Prazmowski. Mais 
la présence d’une pectinase active et stable dans l’éyuipement enzy- 
matique de la souche C8 1’excluait formellement du sous-genre Clos- 
tridium butyricum. Restait & trouver sa véritable position taxonomique. 

Les recherches comparatives exécutées depuis dix ans sur le pouvoir 
rouissant et pectinolytique des anaérobies de ce groupe nous ont appris 
que ces germes se comportaient différemment. 

Les uns, tels Cl. aurantibulyricum, conservent in vitro leur pouvoir 
pectinolytique dont le taux peut s’évaluer & 100 p. 100 par les diverses 
méthodes. Ceux-lai sont des rouisseurs trés actifs. 

Les autres, tels Cl. felsineum, perdent rapidement in vitro leur 
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pouvoir pectinolytique, mais peuvent rester d’excellents rouisseurs 
(Cl. corallinum par exemple). 

La souche C8 appartient au premier groupe ; en effet, depuis 1952, 
elle est entretenue réguli¢rement sur bouillie de pomme de terre et 
son taux de destruction de la pectine reste stable a 100 p. 100. 

D’autre part, l1’étude compléte de cette souche nous a confirmé qu'il 
s’agit bien d’une espéce nouvelle dont les principaux caractéres diffé- 
rentiels sont : l’absence de pigment ; la coagulation du lait ; la non- 
liquéfaction de la gélatine. Elle mérite donc d’étre individualisée et 
nous lui proposons le nom de Clostridium pectinolyticum. 

Le sous-genre comprenant ces clostridies pectinolytiques se présente 
donc de la fagon suivante: nous lui choisissons, comme espéce-type, 
Cl. aurantibutyricum, rose orangé, qui devient le chef de file des pecti- 
nolytiques stables, la deuxiéme espéce, incolore, étant Cl. pectinoly- 
ticum. Le groupe des pectinolytiques instables comprend les espéces : 
Cl. felsineum (jaune orangé), Cl. maymonei (jaune orangé), Cl. 
haumanni (jaune), Cl. roseum (rose), Cl. corallinum (rouge corail) et 
Cl. saturnirubrum (rouge saturne). 


SUMMARY 


STUDIES ON THE TAXONOMY OF PECTINOLYTIC Clostridia. 


The study of these germs allows to subdivide them into two sub- 
groups : 

1° Cl. aurantibutyricum sub-group, comprising stable pectinolytic 
germs. To this sub-group belongs the new species Clostridium pecti- 
nolyticum, represented by the strain C8 (previously wrongly classifietl 
with Cl. butyricum). 

2° Cl. felsineum sub-group, comprising instable pectinolytic germs, 
in which the authors place Cl. maymonei, Cl. haumani, Cl. roseum, 
Cl. corallinum et Cl. saturnirubrum. 
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ISOLEMENT ET MAINTIEN /W VITRO 
D'UNE SOUCHE ESSENTIELLEMENT CONSTITUEE 
DE CELLULES EPITHELIALES 
ET OBTENUE A PARTIR D'UN REIN DE BOVIDE 


par G. de BRION et J. GRUEST. 


(Unstilut Pasteur, Laboratoire J. Vieuchange) 


Nous avons isolé & partir d’un rein de veau une souche de cellules 
et nous Ja maintenons en culture continue. Nous désignons cette 
souche par les lettres R. B. 

Le rein de veau que nous avons utilisé a été prélevé aux abattoirs 
le 5 septembre 1956. La partie corticale de ce rein, débarrassée de sa 
capsule a été aussitét digérée. 

Au cours de cette premiére digestion, comme au cours de toutes 
celles qui ont suivi et que nous avons effectuées 4 l’occasion du trans- 
fert des cultures dans des flacons neufs, nous avons utilisé une 
méthode semblable 4 celle donnée par Youngner [4] mais en tenant 
compte, cependant, de modifications introduites par Puck [2] 
emploi d’une solution 4 0,25 p. 100 de trypsine dans du Hanks privé 
de Cat++. et de Mg++ ; suppression des lavages 4 la suite de la diges- 
tion trypsique. Aprés avoir digéré et précipité les cellules par centri- 
fugation (la vitesse de centrifugation importe peu, Gey [3]), nous pré- 
levons la solution de trypsine que nous remplacons par du milieu 
de culture sans laver les cellules. Les cellules digérées sont resuspen- 
dues dans ce milieu par pipettage. 

Nous utilisons le milieu de culture & base d’hydrolysat de caséine 
mis au point par Lépine, Slizewicz et Paccaud [4], additionné de 
10 p. 100 de sérum de poulain (1) aussi frais que possible et non 
décomplémenté. 


(1) Ce sérum nous est obligeamment fourni par le service du Dr Nicol 
i VInstitut Pasteur de Garches. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Souche R. B. : cellules obtenues a partir d’un rein de bovidé (Gross. x 133). 


Images comparées quarante-huit heures aprés digestion trypsique : 
Fie. 1. — Lignée R. B, ; Fic. 2. — Lignée R. Be. 


Images comparées des cellules six jours apres digestion trypsique, le milieu 
ayant été renouvelé, dans l’intervalle, au quatritme jour. 
SW eds ke ; one 
Fie. 3. — Lignée R. B,; Fic. 4. — Lignée R. Bee 
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Nos flacons de culture, en verre neutre, ont une capacité de 250 ml. 
Un volume de 25 ml de milieu par flacon nous permet de conserver 
nos cultures en bon état pendant une durée de quatre a cing jours. 
Ces cultures couvrent une surface de 60 cm?. La phase gazeuse est 
composée d’air ordinaire. 

Lors de la premiére mise en culture, les cellules ont mis huit jours 
pour s’attacher au verre du flacon. A présent les cellules adhérent au 
verre en quelques heures. 

Au début, nous avons observé dans nos cultures deux types bien 
définis de cellules : des fibroblastes et des cellules épithéliales. Pro- 
gressivement, la proportion de fibroblastes a considérablement diminué 
et deux mois aprés l’ensemencement initial, c’est-a-dire vers ia 
douzitme digestion, nos cultures ne contenaient pratiquement plus 
que des cellules épithéliales. En présence des fibroblastes, les cellules 
épithéliales avaient tendance A se grouper en colonies trés_ tassées 
présentant une certaine épaisseur et visibles 4 l’ceil nu. Depuis que 
les cultures ont pris un aspect essentiellement épithélial, les cellules 
s’étalent sur le verre sous la forme d’une couche monocellulaire sur 
laquelle viennent rapidement se superposer de nouvelles celluies. 


Nos cultures sont digérées tous les cing jours environ. Les cellules 
se détachent du verre 4 peu prés deux fois plus vite que les cellules 
de la souche Hela cultivées et digérées dans les mémes conditions. 
D’autre part, le taux de multiplication de ces deux souches cellulaires 
est comparable. A chaque digestion, le contenu d’un flacon de cellules 
rénales nous permet d’ensemencer de cing a six nouveaux flacons. Le 
pH du milieu de culture doit étre maintenu entre 7,2 et 7,4. Au dela 
de ces limites, les cultures présentent des signes de souffrance: le 
cytoplasme devient granuleux, apparition de cellules rondes et de 
cellules de grande taille. Les cultures peuvent demeurer huit jours 
a la température du laboratoire sans perdre le pouvoir de donner dc 
nouvelles cultures. 

Les nombreuses digestions que nous avons déja fait subir & notre 
souche, nous ont permis de constater le caractére hétérogéne de 
celle-ci. En effet, au moment ot les cultures semblaient essentielle- 
ment constituées par des cellules de type épithélial, nous avons 
remarqué que la culture contenue dans un de nos flacons présentait 
un aspect particulier. Au lieu de couvrir Je verre d’une maniére 
continue, la nappe cellulaire était interrompue par de trés nombreuses 
lacunes entre lesquelles les cellules avaient tendance 4 s’agglomérer et 
4 former des ilots d’une certaine épaisseur. Depuis cette observation, 
les cellules originaires de ce flacon ont été cultivées A part. Aprés 
avoir subi une dizaine de digestions, les cultures ainsi obtenues 
conservent en général leur aspect particulier. Toutefois, A ]’occasion 
des deux derniéres digestions, nous avons remarqué une tendance 
4 la diminution du nombre des lacunes dans les nappes cellulaires 
au moment ot celles-ci couvrent toute la surface du verre. 

, Nous désignons provisoirement cette nouvelle lignée par les ini- 
tiales R.B,, la lignée primitive étant désignée maintenant par les 
initiales R. B,. 


Sous l’action de la trypsine, les celllules de fa lignée R. B, se 
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détachent du verre & peu prés deux fois plus vite que les cellules de 
la lignée R. B, et leur tendance a s’agglomérer en ilots est particulié- 
rement nette dans les cultures 4gées de un & trois jours. L’aspect des 
cultures R. B, pourrait étre en rapport avec la survie au sein de ces 
cultures d’un petit nombre de fibroblastes et nous cherchons actuel- 
lement a vérifier cette éventualité. 


SUMMARY 


ISOLATION AND MAINTENANCE in vitro OF A MAINLY EPITHELIAL 
STRAIN OF CELLS DERIVED FROM A BOVINE KIDNEY. 


A strain of cells has been isolated from a calf kidney and is main- 
tained in vitro using trypsin digestion. The cultures are now essen- 
tially composed of unbroken sheets of epithelial cells with very few 
residual fibroblasts. In a substrain isolated from the original strain 
the cells have a tendency to clump together and to form a sheet with 
many loops and holes. The rate of growth of the cells and the main- 
tenance of both original strain and substrain are discussed. 
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INTERET DU TEST DE COOMBS 
DANS LE DIAGNOSTIC DE LA BRUCELLOSE BOVINE 


Par M™’ R. GOURDON, MM. Cl. QUINCHON, B. GUILLO 
et G. de LABONNEFON. 


(Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires, Alfort) 


L'épreuve de Coombs, qui consiste 4 révéler, 4 l’aide d’un sérum 
antiglobulinique, la présence d’anticorps fixés sur un antigene sans 
réaction apparente (anticorps incomplets) a été utilisée pour le dépis- 
tage de la brucellose humaine et animale. Elle permet d’obtenir 
Vagglutination de l’antiggne en présence de ces anticorps partiels et 
rend, de surcroit, la réaction plus sensible en assurant cette agglu- 
tination pour de faibles taux d’anticorps. Ses résultats sont paralléles 
i) ceux de la cuti-réaction au « brucellergéne » [4] et 4 ceux de la 
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déviation du complément [2]. Enfin, l’épreuve de Coombs réyéle la 
présence d’anticorps brucelliques avant 1l’apparition d’agglutinines 
compietes (les anticorps incomplets apparaitraient d’abord) [3] et bien 
apres la disparition ou la chute du taux de celles-ci, que ce soit dans 
la maladie naturelle [2] ou dans des conditions expérimentales [4]. 

Nous avons soumis a cette épreuve un certain nombre de sérums 
de bovins A séro-agglutination positive, suspecte ou négative. Nous 
avons utilisé notamment des sérums d’animaux vivant en milieu 
infecté, en contact avec des sujets ayant avorté et 4 réaction positive. 


TEcHNIQUE. — Apres essai, sur un certain nombre de sérums, de 
diverses modalités de la réaction ayant trait a l’inactivation des sérums, 
au lavage de l’antigene pour exclure toute trace d’antigéne soluble, 
4 la température d’incubation pendant le temps de fixation de 1l’anti- 
corps. a la durée de cette incubation, nous avons adopté la technique 
suivante. 

1° Dilution des sérums frais, non inactivés, en progression double 
du 1/5 au 1/320 sous le volume de 1 cm? dans des tubes de Kahn 
neltoyés a l’aide du mélange sulfochromique et stérilisés au four 
i 180° pour éliminer toute trace de protéine étrangére. 

2° Adjonction d’une quantité égale d’antigéne brucellique du C. KR. 
F. O., fiaichement préparé comme pour la séro-agglutination classique, 
ce qui double le volume et améne les dilutions de 1/10 4 1/640. Le 
contact est maintenu deux heures a 37° C. 

3° Triple lavage par centrifugation en sérum physiologique ; remise 
en suspension du culot dans II gouttes de sérum de Coombs dilué au 
1/10 ; lecture immédiate des agglutinations déja acquises et révélées 
par la centrifugation. 

Nous disposions d’un sérum antiglobuline bovine de titre Gélevé (1). 
Aprés divers essais et établissement de la courbe d’activité vis-a-vis 
de diverses dilutions de sérum antibrucellique, nous avons adopté la 
dilution au 1/10 qui nous a paru optima. 

4° Aprés une heure de contact 4 37°, adjonction de 0,8 cm® de sérum 
physiologique et remise en suspension par agitation. Cette derniére 
opération a pour but d’éviter la dessiccation et de faciliter la lecture, 
grace & l’éclaircissement du liquide, aprés séjour d’une nuit 4d J’étuve 
aedes 


Résutrats. — L’épreuve de Coombs nous a permis de constater une 
nette augmentation du titre agglutinant de 53 sérums sur 120. L’agglu- 
tination a liei pour 2 ou 3 dilutions de plus que lors de la séro- 
agglutination classique ou bien, restant dans les mémes_ limites, 
s’avére beaucoup plus nette, avec un éclaircissement plus complet. Ce 
gain de dilutions a été observé pour 42 des 53 sérums, les 11 autres 
présentant seulement une agglutination plus intense dans les mémes 
tubes. Trente-huit sérums, négatifs ou suspects selon la séro-aggluti- 
nation, ont une réaction de Coombs positive. 


Nous avons pu examiner des étables comprenant des animaux dont 


(1) Nous sommes vivement reconnaissants 2 Monsieur le Dr Fine, de 
Institut Pasteur, d’avoir bien voulu nous procurer ce sérum. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 431 


plusieurs sérums étaient franchement positifs, d’autres franchement 
négatifs, quelques autres suspects ou négatifs avec cependant un cer- 
tain taux d’agglutinines; il s’agissait donc de sérums d’animaux 
vivant en milieu infecté et susceptibles d’infection plus ou moins 
récente. Sur 25 sujets, répartis en trois exploitations, les résultats sont 
les suivants : 


POSITIFS SUSPECTS NEGATIFS 
Séro-agglutination ...... 3 2 13 
Epreuve de Coombs .... 12 4 3) 


Nombre de suspects et quelques négatifs deviennent donc nette- 
ment positifs ; un certain nombre de négatifs sont confirmés dans 
leur négativité ; quelques-uns deviennent suspects, mais le nombre de 
ces derniers a décru de plus de moitié. 

L’une de ces exploitations comporte 11 animaux examinés : quelques 
sujets positifs ou négatifs francs sont confirmés par 1l’épreuve de 
Coomhs, tandis que des suspects et quelques négatifs deviennent posi- 
tifs on trés suspects. 

Un nouvel examen est pratiqué six semaines plus tard ; la séro- 
agglutination confirme tous les résultats de l1’épreuve de Coombs anté- 
rieure. Celle-ci permet donc de déceler l’infection avec une avance 
notable sur l’apparition des agglutinines complétes. 

Parmi les sérums examinés, 19 provenaient de taureaux. Le séro- 
diagnostic de la brucellose prend, 4 1’égard de ces derniers, une impor- 
tance accrue du fait des risques de contamination de nombreuses 
femelles. Leur contréle en vue de l’insémination artificielle pose parfois 
des problémes délicats lors de réactions douteuses répétées, méme avec 
le contexte d’une étable d’origine saine. 


RESULTATS. 
POSITIFS SUSPECTS NEGATIFS 
Séro-agglutination ...... 2 3 14 
Epreuve de Coombs .... 6 2 1] 


Deux des « suspects » et trois « négatifs » sont devenus « posilifs », 
mais l’un des deux positifs initiaux a vu son taux d’agglutination 
diminuer a ]’épreuve de Coombs ; nous retrouvons ce fait chez quelques 
vaches. Il convient de l’interpréter avec prudence, mais la séro-agglu- 
tination 4 56° qui est censée éliminer les agglutinines non_ spéci- 
fiques [5] fournit des résultats trés proches sur les mémes sérums 
et l’on peut se demander si ]’épreuve de Coombs n’est pas susceptible 
d’éliminer des anticorps non spécifiques, de nature différente de celle 
des anticorps brucelliques. Dans le méme ordre d’idées, il est possible 
que l’épreuve de Coombs révéle électivement des anticorps d’infection 
et élimine ceux d’origine vaccinale: deux vaches vaccinées depuis 
quinze jours montrent une réaction de séro-agglutination positive, mais 
une épreuve de Coombs négative ; six semaines plus tard, une séro- 
agglutination nouvelle donne un résultat totalement négatif pour toutes 


deux. 
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ConcLusions. — L’épreuve de Coombs appliquée au séro-diagnostic de 
la brucellose bovine coustitue une méthode sensible qui permet d’obtenir 
des taux d’agglutination spécifique élevés. 

Elle semble capable de révéler la présence d’anticorps spécifiques de 
Vinfection brucellique : 

a) De facon précoce, alors que le sérum ne comporte que des anti- 
corps incomplets ; 

b) De facon tardive, lorsque le taux d’agglutinines est devenu faible, 
tandis que la séro-agglutination classique reste muette. 

Mais elle procéde d’une technique compliquée et exige beaucoup de 
temps : ces inconvénients en interdisent l'utilisation comme méthode 
de dépistage courante. Son intérét n’est pas de supprimer le phéno- 
méne de zone que des procédés plus simples éliminent aisément, mais 
de permettre un dépistage précoce, de trancher nombre de cas douteux 
et peut-¢tre de distinguer les réactions dues aux agglutinines vacci- 
nales. Encore que sur ce point elle céderait volontiers le pas, a valeur 
égale, A la séro-agglutination 4 56° facile 4 réaliser simultanément 
avec la séro-agglutination a4 37°. 


SUMMARY 


IMPORTANCE OF THE COOMBS’ TEST FOR THE DIAGNOSIS 
OF BOVINE BRUCELLOSIS. 


For the sero-diagnosis of bovine brucellosis, the Coomb’s test is a 
sensitive method, which allows to obtain high specific agglutinin 
titers. It seems able to detect specific antibodies : 

a) Early when the serum possesses only incomplete antibodies ; 

b) Later on, when the agglutinin titer has dropped, and usual sero- 
agglutinations remain negative. 

But the technique of the Coombs’ test is long and difficult. There- 
fore it cannot be used as a routine diagnosis method. 
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LES REACTIONS D'HEMAGGLUTINATION PASSIVE 
ET D’'HEMOLYSE CONDITIONNEE 
DE MIDDLEBROOK-DUBOS 
DANS LA TUBERCULOSE BOVINE 


par Mv R. GOURDON et G. HENRY, et MM. A. HOUDINIERE, Cl. QUINCHON 
et B. GUILLO. 


(Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires, Aljort) 


Les réactions d’hémagglutination passive et d’hémolyse conditionnée 
de Middlebrook-Dubos ont été proposées comme des éléments de dia- 
gnostic ou de pronostic dans Ja tuberculose bovine [4]. Ces réactions 
sont basées sur le principe suivant: des hématies de mouton lavées 
et sensibilisées, soit par un antigéne tuberculeux approprié, soit plus 
simplement par de la tuberculine, deviennent alors spécifiquement 
révélatrices, par agglutination ou par lyse, en présence de sérums issus 
de sujets tuberculeux [2, 3, 4]. 

I] serait singuli¢rement intéressant de pouvoir apprécier 1’étendue, 
la forme et ]’évolution des lésions tuberculeuses lorsqu’il s’agit d’un 
animal réagissant positivement aux épreuves allergiques et de décider 
de son abatage en fonction des résultats enregistrés. 

Nous avons recherché la réaction de Middlebrook-Dubos sur le sérum 
prélevé au moment de l’abatage de bovins inconnus de nous et sacri- 
fiés au Centre d’Ivry. Les viscéres et la carcasse étaient ensuite examinés 
en vue de déceler les lésions tuberculeuses spécifiques. 

Nous avons utilisé l’antigéne polyosidique hémagglutinant, extrait 
de la tuberculine, de 1’Institut Pasteur, pour sensibiliser des globules 
rouges de mouton. Les sérums, inactivés 4 56°, étaient saturés quant 
aux agglutinines naturelles vis-a-vis de ces hématies. La lecture des 
réactions était faite 4 deux reprises : 

1° Au bout de deux heures pour l’hémagglutination et l’hémolyse ; 

2° De nouveau le Jendemain pour l’hémagglutination. 

Nous avons pu constater une augmentation du taux de l’hémagglu- 
tination lors de cette deuxiéme lecture, taux qui est, dans bien des 
cas, 4 peu prés équivalent 4 celui de l’hémolyse, sans qu’il y ait un 
.parallélisme constant entre les deux réactions. Parfois méme 1’hémo- 
lyse s’avére plus sensible que ]’hémagglutination. 

Nos examens ont porté sur une centaine d’animaux parmi lesquels 
71 ont été reconnus atteints de tuberculose. Sur ces 71 bovins tuber- 
culeux, 47 ont montré des réactions positives, 7 peuvent étre qualifiés 


Annales de VInslitut Pasteur, 92, n° 3, 1957. 29 


434 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de suspects, ceci en admettant comme posilif le taux de 1/16 pour 
chacune d’elles. La proportion de réactions positives serait donc, soit 
de 66,2 p. 100, soit, en y ajoutant les réactions suspectes, de 76,5 p. 100. 
Il reste 23,5 p. 100 de réactions négatives. 

Partni 25 sujets sains sans aucune altération spécifique, 13 présentent 
une réaction négative (un peu plus de 50 p. 100) ; 5 sont suspects ; 
4 sont positifs 4 taux faible (< 1/32) ; 4 sont positifs 4 taux élevés 
(1/32 4 1/256). 

Peut-étre pourrait-on alléguer, en ce qui concerne ces derniers, que 
des lésions histologiques récentes, en pleine évolution, ont échappé 
4 l’examen macroscopique. Nous avons pu constater par ailleurs que 
le sérum de 4 animaux atteints d’entérite chronique a bacille de Johne 
donne une réaction positive avec l’antigéne tuberculeux. Si méme nous 
écartons ces 4 cas « litigieux », il reste 9 sujets & réaction positive ou 
douteuse sur 21, soit prés de 43 p. 100. I] faut souligner aussi que 
parmi les porteurs de lésions, nombreux sont ceux dont la réaction 
positive n’atteint qu’un trés faible taux, de sorte qu’il est difficile 
d’établir une démarcation nette entre eux et les sujets sains. I] s’agit 
surtout d’animaux présentant des lésions ganglionnaires discrétes, 
caséo-calcaires, mais ce n’est pas toujours le cas. 

Si nous considérons maintenant les 30 animaux porteurs de lésions 
étendues ou pleiiement évolutives (grosses lésions pulmonaires avec 
ramollissement, lésions pleurales, tuberculose miliaire généralisée, etc.), 
8 ont une réaction négative (soit 26,6 p. 100), 5 une réaction douteuse. 
De plus, nombre de réactions positives le sont & un taux trés peu 
élevé (1/16 ou 1/32) en regard de l’importance des lésions, tandis que 
d’autres sujets, & tuberculose extrémement minime, atteignent 1/128 et 
1/256. 


ConcLusions. — Ces résultats concordent avec ceux obtenus par divers 
auteurs utilisant la méme technique avec des antigénes différents - 
extrait aqueux de Dubos, tuberculines ou fractions de tubercu- 
lines [4, 5, 6]. Ils permettent des constatations du méme ordre : les 
formes pleinement évolutives de tuberculose se traduisent par des réac- 
tions positives de titre élevé, tandis qu’on observe des taux faibles 
d’anticorps toutes les fois que l’on a affaire A des lésions calcifiées, 
méme trés étendues [4, 7]. 

Mais, des animaux sains, sans lésions, réagissent positivement et 
ceci dans des proportions non négligeables. Inversement des réactions 
strictement négatives ou seulement douteuses sont souvent obtenues 
de sujets atteints de formes graves et étendues de tuberculose. IT] nous 
parait donc difficile, dans ces conditions, d’utiliser les réactions 
d’hémagglutination passive et d’hémolyse conditionnée de Middlebrook- 
Dubos en matiére de tuberculose bovine : 

1° Comme méthode de diagnostic en raison A la fois : du pourcen- 
tage trop élevé d’erreurs dans les deux sens ; des nombreuses réactions 
& des taux limites qui rendent impossible toute discrimination ; enfin 
des réactions croisées entre tuberculose et maladie de Johne. 

2° Comme élément de pronostic, en raison des divergences entre le 
taux d’hémagglutination et l’importance des lésions. 
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SUMMARY 


MIDDLEBROOK-DUBOS PASSIVE HAEMAGGLUTINATION 
AND CONDITIONED HAEMOLYSIS IN BOVINE TUBERCULOSIS. 


The results obtained by the authors are in good agreement with 
those of other workers using the same technique with other antigens : 
Dubos water extracts, tuberculines or tuberculine fractions. ‘They 
allow similar conclusions : evolutive forms of tuberculosis give positive 
high titer reactions ; calcified lesions, even when very extensive, give 
low antibodies titers. 

But a non negligible percentage of normal animals also give posi- 
tive reactions. Conversely, animals presenting severe and extensive 
forms of tuberculosis often give strictly negative or doubtful reac- 
tions. It appears therefore difficult to use the Middlebrook-Dubos 
reactions for diagnosis and prognosis of bovine tuberculosis. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 


Annales de l'Institut Pasteur : 


Evolution et modifications de la résistance des staphylocoques 
pathogénes & six antibiotiques usuels de 1950 a 1956. 
L’action comparée in vitro de l’érythromycine, de la magna- 
mycine, de la spiramycine, de la novobiocine (albamycine) 
et de l’oléandomycine, par A. Lutz, M"°* O. Groorren et M. J. 


HorrEReER. 


Etude du virus vaccinal sur des cellules cancéreuses (sou- 
ches HeLa et K.B.), par J. LaviiauReEix. 


Etude des virus APC (adéno-virus). — II. Evolution des lésions 
cytopathogénes provoquées par le virus APC in vitro, par 
P. Lépine, C. Cuany, J. Maurin et M.-C. Carre. 
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AVIS 


Le LU® Congrés annuel de l’American Trudeau Society, section médi- 
cale de la National Tuberculosis Association, aura lieu a Kansas City 
(Missouri), du 6 au 9 mai 1957, en méme temps que la Session annuelle 
de la National Tuberculosis Association. 

Pour tous renseignements, s’adresser au D* Edwards J. Welch, 
Président, 1101 Beacon Street, Brookline 46, Mass., U.S. A. 


LIVRES REGUS 


M. Deparis. — Comment prescrire vaccins et sérums. 1 vol., 118 p., 
Expansion Scientifique Frangaise, édit., Paris, 1956. 


Ce petit livre est le premier d’une collection publiée par 1’Expansion 
Scientifique Fran¢aise et qui aura pour but de donner aux médecins 
tous les renseignements nécessaires pour les guider dans leurs pres- 
criptions. Chacun des volumes envisagera, pour chaque médication : 
1° Son action et ses indications. 2° La facon de manier le médicament. 
38° Les résultats 4 en attendre. 4° La fagon de prévenir et de maitriser 
les incidents ou accidents possibles. Ce premier tome est consacré aux 
vaccins et sérums. Il décrit la préparation des divers vaccins, obliga- 
toires ou non, la prescription des sérums a l’homme et 4a l’animal 
(sérums préparés par le laboratoire ou sérums de convalescents), et 
enfin les reglements qui régissent la question. I] aurait peut-étre gagné 
a étre préparé avec plus de soin, ce qui aurait évité quelques fautes 
d’orthographe, en particulier dans les noms propres, telles que Aedes 
Egypti au lieu de Aedes aegypti, Rickettsia Prowazecki au lieu de 
Rickettsia. prowazeki, Balthazard au lieu de Baltazard, Pittsburg au 
lieu de Pittsburgh, Enders, Robin et Weiler au lieu de Enders, Robbins 
ef, Weller, etc. 


1s eed We 


Th. Cahn. — La régulation des processus métaboliques dans lorga- 
nisme. 1 vol., 681 p., Presses Universitaires de France, édit., 
Paris, 1956. Prix : 3 000 fr. 


Cet ouvrage est basé sur une importante documentation bibliogra- 
phique et sur les travaux réalisés par l’auteur lui-méme au cours de 
vingt-cing années. Il étudie la nature des processus métaboliques 
producteurs de chaleur et d’énergie et les mécanismes dont dispose 
Vorganisme pour les adapter continuellement aux besoins changeants 
de la marche des fonctions et du maintien de la température. Il 
s’appuie surtout sur les résultats obtenus A l’aide des dysfonctions 
métaboliques expérimentales et par l’étude des tissus isolés en perfu- 
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sion. Le volume est divisé en trois parties. La premiére étudie la 
circulation, la mise en réserve, la mobilisation des métabolites, 
Vinfluence des hormones, du systeme nerveux et de certains agents 
pharmacologiques sur ces processus. La seconde partie est consacrée 
aux transformations des métabolites et 4 leur combustion (production 
de chaleur et sa régulation, nature des aliments brilés, interconver- 
sions et cétogenése). Enfin la troisiéme partie traite des facteurs de 
coordination métabolique : hormones, systeme nerveux, alimentation. 
Une importante bibliographie accompagne 1’ouvrage. 
Eel 


Biochemical problems of lipids. 1 vol., 505 p., Butterworths scientific 
publications, édit., Londres, 1956. Prix : 70 shillings. 


Ce volume comprend les communications qui ont été présentées a la 
Il? Conférence internationale sur les Problémes biochimiques des 
Lipides, qui s’est tenue 4 Gand du 27 au 30 juillet 1955 et qui a réuni 
plus de 250 savants appartenant 4 vingt nations différentes. Quatre- 
vingts mémoires ont été présentés et discutés, le Congrés étant divisé 
en quatre parties: I. Propriétés physiques et chimiques des lipides, 
méthodes de séparation, structures ; Il. Métabolisme et biosynthése, 
systemes enzymatiques ; III. Phospholipides et transport ; IV. Pro- 
blémes divers. Ces travaux révélent la complexité des aspects physio- 
logiques du métabolisme des lipides, due 4 leur complexité chimique. 
Ils montrent aussi l’importance et la valeur des nouvelles techniques 
mises au point au cours de ces derniéres années : distribution a contre- 
courant, chromatographie, éléments marqués, etc. Dans son ensemble, 
louvrage constitue une importante revue des principaux progrés 
réalisés dans la biochimie des lipides. Les discussions qui ont suivi 
les communications sont en partie reproduites, et une courte biblio- 
graphie accompagne chaque article. 

Her. 


H. Kammerer ect H. Michel. — Allergische Diathese und allergische 
Erkrankungen, 3° édition. 1 vol., IX + 756 p., 31 fig., J. F. Berg- 
mann, édit., Munich, 1956. Prix : 98 DM. 


ll s’agit de la troisieme édition de cet ouvrage, dont la premiére 
avait paru en 1926 et la seconde en 1934. Sa rédaction avait été 
commencée au début de la seconde guerre mondiale, mais, inter- 
rompue par les événements, elle n’a pu étre reprise qu’aprés la fin 
des hostilités. L’importance de plus en plus grande attribuée aux 
phénomeénes allergiques et les grands progrés de nos connaissances 
dans ce domaine réalisés au cours de ces années ont obligé l’auteur 
a écrire & nouveau le livre presque entiérement et a confier toute la) 
troisiéme partie concernant Jl’allergie tissulaire 4 un_ spécialiste, 
H. Michel. Les deux premiéres parties traitent de généralités sur la 
question, de l’anaphylaxie, de la « diathése » allergique, des idiosyn- 
crasies, des allergies aux agents physiques (froid, lumiére), des diffé- 
rents groupes d’allergénes, du diagnostic, des différents tests, des 
thérapeutiques (histamine, ACTH, etc.), puis des maladies allergiques 
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proprement dites : maladies du systeme respiratoire (rhume des foins, 
asthme), de la peau (urticaire, eczéma, etc.), du tube digestif, du 
cogur, des voies urinaires et du rein, du role de l’allergie dans Je 
rhumatisme, les maladies du sang, du systeme nerveux, dans la gros- 
sesse, etc. L’ouvrage, trés important, d’une présentation trés soignée, 
est complété par une table des auteurs cilés et une table des matiéres 
iraitées. ll offre vraiment au lecteur un tableau fidéle et complet de 
tous les aspects de la question, car il expose non seulement tout ce 
que l’on sait actuellement sur les différents points traités, mais égale- 
ment ce qui reste problématique. C’est dire qu’il s’adresse a la fois 
aux cliniciens et aux chercheurs qui veulent approfondir le sujet et 
Jui faire faire les progrés qui seraient encore si nécessaires. 
tals, Ae 


Tuberculosis in the Commonwealth. 1 vol., 507 p., National Associa- 
tion for the Prevention of Tuberculosis, édit., Londres, 1956. 


Ce volume renferme les communications présentées au IV° Congres 
de la Tuberculose dans les pays du Commonwealth, qui s’est tenu 
i Londres du 21 au 24 juin 1955. Il envisage successivement la pro- 
phylaxie, l’hygiéne de l’enfant, le diagnostic différentiel de la tuber- 
culose pulmonaire, le choix des médicaments dans le traitement, le 
taux de mortalité, le dépistage par radiographie, les réactions a la 
tuberculine, la tuberculose dans l'industrie, la tuberculose chez !es 
différentes races, les facteurs psychologiques et enfin les rapports entre 
tuberculose et lépre et les aspects sociaux de la question. 

Ile a 


E. Lesky. — Arbeitsmedizin im 18. Jahrhundert. Werksarzt und 
Arbeiter im Quecksilberbergwerk Idria. 1 vol., 79 p., 18 fig., 
4 pl. Verlag des Notringes der wissenschaftlichen Verbinde 
Oesterreichs, édit., 1956, Vienne, Autriche. Prix : Sh. : 19,80. 


G. G. Cameron. — New pathways in cellular pathology. 1 vol., 90 p., 
42 fig., Edward Arnold, édit., Londres, 1956. Prix : 16 shillings. 


Sans prétendre étre complet, ce petit livre donne une excellente 
idée des derniéres découvertes sur la question, des méthodes appli- 
cables 4 l’étude de la cellule normale ou pathologique et des pertur- 
bations des divers organites cellulaires que ces méthodes permettent 
de suivre ; grace au microscope électronique en particulier, on a pu 
pénétrer plus avant dans l’examen des divers constituants de la cellule. 
L’auteur attire particulitrement l’attention sur le réle, encore assez 
mystérieux mais certainement trés important, des mitochondries, des 
microsomes, de l’appareil de Golgi et autres constituants cellulaires. 
Les progrés de nos connaissances sur les enzymes cellulaires ont montré 
le mode d’action divers de plusieurs composés chimiques et des diffé- 
rentes toxines. Enfin surtout les méthodes nouvelles ont permis d’inter- 
préter plusieurs aspects histopathologiques consécutifs A des perturba- 
tions plus ou moins graves du métabolisme cellulaire. L’auteur termine 
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par quelques mots sur la régénération cellulaire et ses rapports pos- 
sibles avec les processus cancéreux. Des figures .nombreuses et excel- 
lentes illustrent admirablement le texte. 

Hele 


J. Huxley. — L’évolution en action. 1 vol., 146 p., Presses Universi- 
taires de France, édit., Paris, 1956. Prix : 600 fr. 


L’auteur a réuni en un petit volume de vulgarisation scientifique 
les conférences qu’il a faites A la Patten Foundation de 1’Université 
d’Indiana en 1951, et qui lui ont ensuite servi de base A une série 
d’émissions 4 la B. B. C. Il adopte sans nuance la position classique 
de l’évolution due a des mutations et a la sélection naturelle et 
explique ainsi le progrés biologique et le développement de l’activité 
mentale et son aboutissement, la « phase humaine », de 1’évolution. 


Hed. 
C. Huriez et P. H. Pelce. — Le traitements actuels des tuberculoses 
cutanées. 1 vol., 124 p., 76 fig., Masson, édit., Paris, 1956. Prix : 


1 200 fr. 


L’ouvrage est basé sur |’étude de 369 cas, poursuivie pendant quinze 
ans. Les résultats obtenus par des thérapeutiques différentes suivant 
les périodes considérées sont comparés & ceux des statistiques de quelque 
importance. Les trois premiers chapitres rappellent la clinique, 1’étio- 
logie et la pathogénie des tuberculoses de la peau, et le reste du livre 
est consacré aux acquisitions thérapeutiques de la derniére décade. 
L’étude des posologies, résultats et incidents de chacune des grandes 
médications (vitamine D2, chimiothérapie, antibiotiques) est suivie de 
celle d’une formule d’antibiovitaminothérapie D2, valable dans toutes 
les formes de tuberculose cutanée. Dans un intéressant chapitre, les 
auteurs rapportent leurs recherches expérimentales originales, conduites 
avec Tuchmann-Duplessis, et qui ont prouvé le pouvoir « cortisone- 
like» des fortes doses de vitamine D2. Ces expériences les ont amenés 
a’ associer les corticolropes aux médications anti-bacillaires. Enfin un 
dernier chapitre traite de la résistance acquise aux antibiotiques et de 
lhistologie des lésions au cours des divers traitements. 

papain 


L. Négre. — Prévention et traitement spécifiques de la tuberculose 
par le BCG et par Vantigéne méthylique. Etude de leurs modes 
@Vadministration et de leurs mécanismes d’action. 1 vol., 242 p., 
Masson, édit., Paris, 1956. Prix : 1 800 fr. 


Ce livre est la synthése des recherches de |’auteur qui, depuis trente- 
cing ans, s’est consacré & |’étude de la tuberculose et des moyens de 
la prévenir, tout particuliérement par le BCG. Ses travaux ont continué 
et prolongé ceux de Calmette et Guérin et il a apporté une contribution 
importante a la question par la découverte de l’antigéne méthylique, 
dont l’action préventive chez ]’animal est longuement décrite dans le 
présent volume et dont l’action favorable s’exerce aussi chez 1’homme 
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par l'association de l’antigéne méthylique aux antibiotiques. Outre ces 
deux parties, consacrées A la prévention et au traitement de la tuber- 
culose, l’ouvrage en comprend une troisicme qui sert d’introduction et 
qui étudie longuement la constitution chimique du bacille de Koch, 
Vaction biologique de sa fraction protéique (allergie) et celle de ses 
diverses fractions lipidiques, aprés avoir rappelé les échecs auxquels 
on s’est toujours heurté quand on a essayé de vacciner contre la tuber- 


culose avec des bacilles tués. 
aes 


Actualités pharmacologiques, publiées sous la direction de René Hazard. 
Neuvieme Série. 1 vol., 194 p., Masson, édit., Paris, 1956. Prix : 
1 700 fr. 


Ce neuvieme volume contient les articles suivants : Mécanisme intime 
de l’action des médicaments antiparkinsoniens, par U. G. Bijlsma. 
Fonction thyroidienne, étude et régulation, par R. Courrier. Aspect 
pharmacodynamique de quelques probleémes liés a Volfaction, par 
M. Guillot. Organes isolés, réactifs des excito-ganglionnaires, par Jeanne 
Lévy et E. Michel-Ber. Asquisitions nouvelles expérimentales et théra- 
peutiques dans le domaine des anti-épileptiques, par J. Mercier. Acqui- 
sitions récentes en phytothérapie, par R. Paris. Idées et orientations 
nouvelles & propos des ganglioplégiques, par B. Lorenzo Velazquez. 
Traitement médicamenteux de l’hypertension, par E. Zaimis. Chaque 
article expose l’état actuel de la question qu’il traite et fournit une 
bibliographie sur le sujet. 

H, -2. 


M. Florkin. — Aspects biochimiques communs auz étres vivants. 1 vol., 
425 p., 93 fig., Masson, édit., Paris, 1956. Prix : 3 600 fr. 


L’auteur étudie les phénoménes biochimiques communs 4 tous ies 
étres vivants occupant la biosphére, c’est-a-dire les parties de l’atmo- 
sphére et de Vhydrosphére occupées par la vie. C’est un sujet extré- 
mement vaste, et l’on ne peut guére qu’énumérer les différents 
chapitres qui constituent le volume: constituants de la biosphére, 
modes d’association de ces constituants, l’énergie biochimique et les 
enzymes, les méthodes chimiques de la biosphére (synthéses et dégra- 
dations), biochimie et régulation cellulaires, les cycles de la biosphére 
(cycle du carbone, du phosphore, de l’azote, du soufre, etc.). Un index 
alphabétique détaillé permet de s’orienter facilement dans cette abon- 
dante documentation. 
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